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La voie de signalisation Ras/MAPK (Ras/mitogen-activated protein kinase) régule une variété de 
protéines intracellulaires qui jouent un rôle important dans la croissance et la prolifération cellulaire. 
La régulation inappropriée de cette voie de signalisation conduit au développement de nombreux 
cancers comme le mélanome, qui est caractérisé par des mutations activatrices au niveau des gènes 
NRAS et BRAF. La protéine kinase RSK (p90 ribosomal S6 kinase) est un composant central de la voie 
Ras/MAPK, mais son rôle dans la croissance et la prolifération cellulaire n’est pas bien compris. RSK 
a été montrée pour participer à la résistance des mélanomes aux chimiothérapies, mais le mécanisme 
moléculaire reste encore à élucider. Nous montrons à l’aide d’un anticorps phospho-spécifique que 
MDM2 est phosphorylée en réponse à des agonistes et des mutations oncogéniques activant 
spécifiquement la voie Ras/MAPK. En utilisant des méthodes in vitro et in vivo, nous avons constaté 
que RSK phosphoryle directement MDM2 sur les Sérines 166 et 186, ce qui suggère que MDM2 est un 
substrat de RSK. La mutagénèse dirigée envers ces sites nous indique que ces résidus régulent 
l’ubiquitination de MDM2, suggérant que RSK régule la stabilité de MDM2 et de p53. De plus, nous 
avons observé que l’inhibition de RSK conduit à une augmentation du niveau protéique de p53 après 
un dommage à l’ADN dans les cellules de mélanomes. En conclusion, nos travaux suggèrent un rôle 
important de la protéine kinase RSK dans la régulation de MDM2 et de sa cible, p53. L’étude de ces 
mécanismes moléculaires aidera à mieux définir le rôle de RSK dans la croissance tumorale, mais 
également dans la résistance aux agents chimiothérapeutiques. 
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The Ras/mitogen-activated protein kinase (Ras/MAPK) signaling cascade regulates various 
intracellular targets involved in growth and proliferation. Inappropriate regulation of this pathway leads 
to many types of cancer, including melanomas, which are characterized by activating mutations in 
NRAS and BRAF. The protein kinase RSK (p90 ribosomal S6 kinase) is a central component of the 
Ras/MAPK pathway, but its role in cell growth and proliferation is not well understood. RSK has also 
been shown to participate in the resistance of melanoma cells to chemotherapy, but the mechanisms 
involved remain elusive. We show that MDM2 becomes phosphorylated in response to agonists and 
oncogenes of the Ras/MAPK pathway. Using in vitro and in vivo approaches, we found that RSK 
directly phosphorylates MDM2 at Ser166 and Ser186, suggesting that MDM2 is a bona fide RSK 
substrate. Site-directed mutagenesis indicated that these residues regulate MDM2 ubiquitination, 
suggesting that RSK regulates p53 function in an MDM2-dependent manner. Overexpression of active 
and inactive mutants of RSK revealed that this kinase regulates p53 stability, suggesting a role for RSK 
in the DNA damage response. Taken together, our results suggest an important role for RSK in the 
regulation of MDM2 and its target p53. In view of the role of p53 in the response to DNA-damaging 
agents, our results provide a potential mechanism involved in melanoma chemoresistance. 
 




Table	  des	  matières	  
REMERCIEMENTS	  ...............................................................................................................................	  	  
RÉSUMÉ	  ............................................................................................................................................	  i	  
ABSTRACT	  ........................................................................................................................................	  ii	  
Liste	  des	  figures	  ..............................................................................................................................	  vi	  
Liste	  des	  abréviations	  ....................................................................................................................	  vii	  
Chapitre	  1	  :	  INTRODUCTION	  .............................................................................................................	  1	  
I.	   Physiologie	  de	  la	  peau	  ...............................................................................................................	  1	  
A.	   L’épiderme	  ...........................................................................................................................................................	  1	  
B.	   Le	  derme	  ...............................................................................................................................................................	  2	  
C.	   L’hypoderme	  ........................................................................................................................................................	  2	  
II.	   Le	  mélanocyte	  ..........................................................................................................................	  2	  
A.	   L’origine	  du	  mélanocyte	  ..................................................................................................................................	  2	  
B.	   Localisation	  et	  rôle	  fonctionnel	  du	  mélanocyte	  ......................................................................................	  3	  
III.	   Le	  mélanome	  cutané	  ................................................................................................................	  4	  
A.	   Les	  facteurs	  de	  risque	  du	  mélanome	  ..........................................................................................................	  4	  
B.	   Les	  mutations	  et	  voies	  de	  signalisation	  associées	  à	  la	  transformation	  des	  mélanocytes	  .........	  5	  
C.	   Les	  étapes	  du	  développement	  mélanocytaire	  ..........................................................................................	  6	  
1.	   Le	  naevus	  commun	  ...................................................................................................................	  6	  
2.	   Naevus	  dysplasique	  ..................................................................................................................	  9	  
3.	   Phase	  de	  croissance	  radiale	  :	  RGP	  (Radial	  Growth	  Phase)	  ........................................................	  10	  
4.	   Phase	  de	  croissance	  verticale	  :	  VGP	  (Vertical	  Growth	  Phase)	  ...................................................	  11	  
5.	   Cellules	  circulantes	  et	  métastases	  ...........................................................................................	  11	  
IV.	   Thérapies	  et	  résistance	  des	  mélanomes	  .................................................................................	  12	  
V.	   La	  voie	  de	  signalisation	  Ras/MAPK	  .........................................................................................	  13	  
iv	  
	  
A.	   Les	  acteurs	  de	  la	  voie	  Ras/MAPK	  ...............................................................................................................	  14	  
B.	   Activation	  de	  la	  petite	  GTPase	  Ras	  ............................................................................................................	  15	  
C.	   Les	  protéines	  kinases	  Raf/MEK/ERK	  ........................................................................................................	  16	  
D.	   La	  famille	  des	  kinases	  RSK	  ...........................................................................................................................	  18	  
VI.	   MDM2	  :	  une	  E3	  ubiquitine	  ligase	  ...........................................................................................	  19	  
A.	   Dégradation	  protéique	  par	  l’E3	  ubiquitine	  ligase	  ................................................................................	  20	  
B.	   Structure	  et	  modification	  post-­‐traductionelle	  de	  MDM2	  ...................................................................	  21	  
C.	   Relation	  entre	  p53	  et	  MDM2	  ........................................................................................................................	  24	  
Chapitre	  2	  :	  MISE	  EN	  CONTEXTE	  ET	  OBJECTIFS	  DU	  PROJET	  DE	  MAITRISE	  .........................................	  26	  
Chapitre	  3	  :	  MATERIELS	  ET	  METHODES	  ...........................................................................................	  28	  
Chapitre	  4:	  RÉSULTATS	  ...................................................................................................................	  31	  
I.	   L’activation	  de	  la	  voie	  de	  signalisation	  MAPK	  induit	  la	  phosphorylation	  de	  MDM2.	  .....................	  31	  
II.	   La	  phosphorylation	  de	  MDM2	  par	  la	  voie	  MAPK	  est	  dépendante	  de	  MEK	  et	  RSK	  .......................	  34	  
III.	   MDM2	  est	  un	  substrat	  direct	  de	  RSK	  .......................................................................................	  37	  
IV.	   RSK	  favorise	  l’accumulation	  protéique	  de	  MDM2	  ....................................................................	  40	  
V.	   La	  phosphorylation	  de	  MDM2	  sur	  les	  Ser166/186	  régule	  l’ubiquitination	  et	  la	  stabilité	  de	  la	  
protéine	  .............................................................................................................................	  45	  
VI.	   Les	  mutations	  oncogéniques	  de	  la	  voie	  MAPK	  induisent	  une	  phosphorylation	  constitutive	  de	  
MDM2.	  ..............................................................................................................................	  48	  
VII.	   MDM2	  est	  constitutivement	  phosphorylée	  dans	  les	  mélanomes	  présentant	  une	  mutation	  
oncogénique	  dans	  la	  voie	  MAPK	  .........................................................................................	  49	  
VIII.	   L’inhibition	  de	  RSK	  augmente	  le	  niveau	  protéique	  de	  p53	  suite	  à	  un	  dommage	  à	  l’ADN	  dans	  les	  
mélanomes.	  .......................................................................................................................	  51	  
IX.	   Le	  niveau	  protéique	  de	  p53	  dans	  les	  mélanomes	  est	  dépendant	  de	  MDM2	  et	  du	  protéasome	  ..	  53	  
Chapitre	  5:	  DISCUSSION	  .................................................................................................................	  55	  
I.	   Caractérisation	  de	  la	  phosphorylation	  de	  MDM2	  par	  la	  kinase	  RSK	  ............................................	  55	  
II.	   Caractérisation	  du	  rôle	  fonctionnel	  de	  la	  phosphorylation	  de	  MDM2	  par	  RSK	  ............................	  57	  
v	  
	  
III.	   Evaluation	  du	  rôle	  de	  RSK	  dans	  la	  réponse	  au	  dommage	  à	  l’ADN	  et	  la	  chimiorésistance	  des	  
mélanomes	  ........................................................................................................................	  58	  
Chapitre	  6:	  CONCLUSION	  ...............................................................................................................	  61	  
BIBLIOGRAPHIE	  ..............................................................................................................................	  62	  
	  
	   	  
vi	  
	  
Liste	  des	  figures	  
Figure 1 Modélisation de la progression du mélanome .............................................................. 6 
Figure 2 Les principales voies de signalisation impliquées dans le développement du 
mélanome .................................................................................................................................... 8 
Figure 3 La voie de signalisation Ras/MAPK .......................................................................... 17 
Figure 4 Structure et régulation post-traductionelle de MDM2 ................................................ 24 
Figure 5 Boucle d'autorégulation entre MDM2 et p53 ............................................................. 26 
Figure 6 La voie MAPK induit une phosphorylation de MDM2 en Ser166 ............................ 33 
Figure 7 La phosphorylation de MDM2 en Ser166 est dépendante de MEK1/2 ...................... 35 
Figure 8 La phosphorylation de MDM2 est corrélée avec le niveau d'activité de RSK ........... 37 
Figure 9 Présence d’un complexe entre la kinase RSK et MDM2 ........................................... 38 
Figure 10 MDM2 est un substrat direct de RSK ....................................................................... 40 
Figure 11 Le niveau protéique de MDM2 est dépendant de l'activité de RSK ........................ 42 
Figure 12 RSK régule la quantité protéique de MDM2 ............................................................ 44 
Figure 13 RSK semble agir positivement sur la stabilité de MDM2 ........................................ 46 
Figure 14 Les Ser166 et 186 agissent sur le poly-ubiquitination de MDM2 ............................ 48 
Figure 15 Les mutations oncogéniques de la voie MAPK favorisent la phosphorylation de 
MDM2 ...................................................................................................................................... 49 
Figure 16 Les mélanomes montrent une phosphorylation constitutive de MDM2 en Ser166 . 50 
Figure 17 Les inhibiteurs de RSK semblent augmenter le niveau protéique de p53  lors d'un 
dommage à l'ADN .................................................................................................................... 52 
Figure 18 La régulation de p53 dans les mélanomes est dépendante du protéasome et de 
MDM2 ...................................................................................................................................... 54 
vii	  
	  
Liste	  des	  abréviations	  
	  
ADN : Acide DésoxiriboNucléique 
AGC: protéine kinase A, G and C 
Akt/PKB: protéine kinase B 
AMPK: AMP-activated protéine kinase 
ARF: Alternate Reading Frame 
ARN: Acide Ribonucléique 
ATP: Adenosine Triphosphate  
BAD: Bcl2 Antagonist for the cell Death 
c-KIT/SCFR: Mast/stem cell growth factor receptor 
CAMK: Ca2 + /calmodulin-dependent protein kinase 
CCDN1 : Cycline D1 
CDK: Cyclin-Dependent Kinase 
CDKN2A/p16/ p16INK4a: Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 2A 
CTKD: Carboxy-Terminal Kinase Domain 
DAPK: Death-Associated Protein Kinase 
DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium 
E1: Enzyme activatrice E1 
E2: Enzyme conjugante E2 
E2-Ub: Complexe E2 et ubiquitine 
E3 ligase: Ubiquitine ligase 
ECL: chimioluminescence 
EGF: Epidermal Growth Factor 
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 
EMT: Transition Epithélio-Mésenchymateuse 
ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase 
FBS: fetal bovine serum 
FGF: Fibroblast Growth Factor 
FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor 
GAP: GTPase-Activating Proteins 
GDP: Guanosine Diphosphate 
GEF: Guanine nucleotide exchange factor 
viii	  
	  
Grb2: Growth factor Receptor Bound protein 2 
GTP: Guanosine Tri-Phosphate 
HER: Human Epidermal growth factor Receptor 
HGF: Hepatocyte Growth Factor 
HMG : High Mobility Group 
RSK1: p90 ribosomal s6 kinase 
IGFR: Insulin-like Growth Factor Receptor 
IRS1: Insulin Receptor Substrate 1 
JNK1/2/3: c-Jun amino (N)-terminal kinases 1/2/3 
KIM: kinase-interacting motif  
KSR: Kinase Suppressor of Ras 
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 
MAPKKK: MAPK Kinase Kinase 
MARK: MAP-regulating kinase/microtubule affinity-regulating kinase 
MDM2: Mouse double minute 2 
MEC: matrice extracellulaire 
MEK: Mitogen/Extracellular signal-regulated Kinase 
MITF: Microphthalmia associated transcription factor 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
NES : séquence d'export nucléaire 
NF-kB: Nuclear Factor Kappa B 
NGF: Nerve Growth Factor 
NLS: Signal de Localisation Nucléaires 
NoLS: séquence de localisation nucleolaire 
NTKD: amino- Terminal Kinase Domain 
PDGF: Platelet-Derived Growth Factor 
PDGFR: Platelet Derived Growth Factor Receptor 
PDK1 3′- phosphoinositide-dependent protein kinase 1 
PH: Pleckstrin Homology 
PI3K: PhosphatidylInositol 3 Kinase 
PIP2: PhosphatidylInositol-(4-5)-biPhosphate 
PIP3: PhosphatidylInositol-(3-4-5)-triPhosphate 




PTEN: Phosphatase and TENsin homolog 
PVDF: polyvinylidene difluoride 
Raf : Rapidly accelerated fibrosarcoma 
Ras: Rat sarcoma 
Rb: Retinoblastoma protein 
RBD: Ras Binding Domain 
RCPG: récepteur couplé aux protéines G 
RGP: Radial Growth Phase 
RING-finger: Really INteresting Gene 
RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium 
RSK: p90 Ribosomal S6 Kinase 
RTK: récepteurs tyrosine-kinase 
S6: 40S ribosomal protein S6 
SCF: Stem Cell Factor 
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SFA: substance fondamentale amorphe 
SH2: Src Homology 2 
shRNA: small hairpin RNA 
SOX10: SRY-related HMG-box 
SOS: Son Of Sevenless 
TBST: Tris-Buffered Saline and Tween 20 
TGF-β: Transforming growth factor beta 
Tp53: Tumor Protein 53 
TUBE: Tandem Ubiquitin Binding Entite 
Ub: ubiquitine  
UBA: ubiquitin-associated domains 
UPS: Ubiquitin Proteasome System 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 






Chapitre	  1	  :	  INTRODUCTION	  
I. Physiologie	  de	  la	  peau	  
	  
La peau est l’organe le plus étendu du corps humain (deux m2 de surface pour un adulte de taille 
moyenne) et forme une barrière physique souple. Située à l’extrémité de l’organisme, elle protège les 
tissus et les organes des agressions extrinsèques telles que des infections, des agents chimiques, des 
chocs physiques, et des rayonnements nocifs, en particulier les ultraviolets. De plus, la peau est dotée 
de structures nerveuses qui lui permettent de distinguer des différences de pression, de température et 
de percevoir la douleur. Cet organe multifonctionnel est constitué d’une variété de types cellulaires qui 
interagissent entre eux garantissant sa structure et ses fonctions. La peau est principalement composée 
de trois couches superposées: l’épiderme (couche externe), le derme et l’hypoderme.  
A. L’épiderme	  
Cet épithélium mince est formé de cinq couches kératinisées (couche cornée (couche supérieure), 
couche claire, couche granuleuse, couche épineuse, et couche basale). Il est composé à plus de 80% de 
kératinocytes. Ces kératinocytes migrent de la couche basale, assise germinative contenant environ 
10% de cellules souches kératinocytaires, vers la couche cornée. La maturation des cellules dans les 
couches supérieures est appelée kératinisation (Smack et al., 1994). L’épiderme est constitué également 
de 2 à 4% de cellules de Langerhans, ayant un rôle immunitaire dans l’épiderme (Lappin et al., 1996). 
Les cellules de Merkel, jouant un rôle de mécanorécepteur, sont également présentes dans la couche 
basale de manière irrégulière (Mahrle and Orfanos, 1974). Enfin, les mélanocytes, responsables de la 
pigmentation de la peau, constituent le dernier type cellulaire existant dans l’épiderme. Tandis que les 




B. Le	  derme	  
Ce tissu conjonctif richement vascularisé et innervé est composé d’une abondante MEC (matrice 
extracellulaire) synthétisée et remodelée en permanence par des fibroblastes (Prost-Squarcioni et al., 
2008). Ces fibroblastes jouent un rôle important dans le système immunitaire par l’intermédiaire des 
macrophages et des mastocytes. La MEC est constituée de fibres élastiques et de fibres de collagène 
encerclées par la SFA (substance fondamentale amorphe). Les fibres élastiques sont principalement 
composées de fibrilline-1. Les fibres de collagène sont essentiellement constituées de collagène I, III et 
V (van der Rest and Garrone, 1991). Enfin, la SFA provenant des fibroblastes est un assemblage de 
glycosaminoglycanes sulfatés et d’acide hyaluronique, qui s’associent pour former des protéoglycanes. 
Par l’intermédiaire de la SFA, la matrice extracellulaire garantie l’hydratation de la peau et son 
élasticité.  
C. L’hypoderme	  
Tout comme le derme, c’est un tissu conjonctif, richement vascularisé, constitué essentiellement de 
tissus graisseux formés d’adipocytes organisés dans une structure en lobe. Ces lobes sont isolés par du 
tissu conjonctif qui se compose de fibroblastes et de macrophages. L’hypoderme sert d’isolant 
thermique et de stockage énergétique. 
II. Le	  mélanocyte	  
A. L’origine	  du	  mélanocyte	  	  
Une étude montre que les mélanocytes proviennent de la crête neurale (Rawles, 1947). La crête neurale 
est constituée d’une population cellulaire multipotente à l’origine de nombreux types cellulaires 
comme les neurones, les cellules musculaires lisses et les mélanoblastes progéniteurs des mélanocytes. 
Les cellules de la crête neurale migrent durant l’embryogénèse (Teillet and Le Douarin, 1970). Les 
mélanoblastes vont migrer de manière dorsolatérale entre les somites et l’ectoderme.  
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Pendant cette migration, les mélanoblastes vont se différencier en mélanocytes. De plus, il a été 
récemment montré qu’une grande partie des mélanocytes proviennent également des précurseurs de 
cellules de Schwann (Adameyko et al., 2009; Adameyko et al., 2012). La différenciation des 
mélanoblastes est due au facteur de transcription SOX10 (SRY-related HMG-box) provenant de la 
famille HMG (High Mobility Group) (Mollaaghababa and Pavan, 2003). Il a été montré qu’une partie 
des mélanocytes reste indifférenciée dans le renflement du poil. Ces cellules sont maintenues en état de 
quiescence par le TGF-β (transforming growth factor beta) secrété par les kératinocytes (Nishimura et 
al., 2010). Des modèles de peaux reconstruites ont permis de mettre en évidence la présence de cellules 
souches dermiques pluripotentes dans le derme humain, capables de migrer dans l’épiderme et de se 
différencier en mélanocytes (Li et al., 2010). En résumé, les mélanocytes sont des cellules originaires 
de la crête neurale qui vont en partie se différencier lors du développement embryonnaire tandis que le 
reste des cellules est maintenu à l’état de cellules souches afin de favoriser la régénération des 
mélanocytes chez l’adulte.  
B. Localisation	  et	  rôle	  fonctionnel	  du	  mélanocyte	  
Les mélanocytes matures sont localisés au niveau de la jonction dermo-épidermique de la peau, de la 
matrice du bulbe pileux, de différentes structures de l’œil, des muqueuses, du cœur et de l’oreille 
interne. Les mélanocytes représentent 2% à 10% des cellules épidermiques. Le principal rôle 
physiologique des mélanocytes est la synthèse de la mélanine. Cette synthèse est effectuée au sein 
d’organites cellulaires, apparentés à des vésicules lysosomales, appelées mélanosomes. La maturation 
progressive des mélanosomes favorise la synthèse de pigments mélaniques (Marks and Seabra, 2001; 
Raposo and Marks, 2002).  
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III. Le	  mélanome	  cutané	  	  
A. Les	  facteurs	  de	  risque	  du	  mélanome	  
Chaque année, 140 000 nouveaux cas de mélanomes sont constatés dans le monde. Dans ses premiers 
stades de progression, le mélanome malin peut être traité par intervention chirurgicale (Breslow, 1978). 
Cependant, dès qu’il progresse jusqu’au stade métastatique, ce cancer devient très agressif et résistant 
aux chimiothérapies conventionnelles. Il représente seulement 4% des cancers dermatologiques, 
pourtant le mélanome est responsable de 80% des décès parmi les cancers cutanés (Miller and Mihm, 
2006). Contrairement à la plupart des cancers, le mélanome est fréquent chez les jeunes adultes (15-45 
ans) mais rare dans la population pédiatrique (Lange et al., 2007). Comme dans la plupart des cancers, 
les facteurs génétiques et environnementaux sont les principaux facteurs de risque. La proportion des 
mélanomes de type héréditaire est estimée à 8-12% (Fountain et al., 1990). La présence de grains de 
beauté (naevi) est un facteur de risque important du développement du mélanome lorsqu’ils sont sur-
représentés sur l’ensemble du corps (Gandini et al., 2005a; Gandini et al., 2005c). Le facteur 
environnemental le plus important est l’exposition aux rayonnements UVs. Cette exposition cause des 
mutations génétiques au sein des  mélanocytes, responsables du développement du mélanome (Gandini 
et al., 2005b; Thompson et al., 2005).  
Le mélanome est un cancer présentant différentes formes anatomo-cliniques. Le mélanome à extension 
superficielle est le plus courant (70% des cas), il correspond à un changement d’apparence du naevus. 
Le mélanome nodulaire (10% à 15% des cas) est une tumeur infiltrante et peut être achromique. Le 
mélanome lentigo ou de Dubreuilh (5% des cas) est plus souvent rencontré chez le sujet âgé et présente 
un bon pronostic. Enfin le mélanome des extrémités ou mélanome acral (2% à 10% des cas) touche la 
plante des pieds et la paume des mains. 
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B. Les	  mutations	  et	  voies	  de	  signalisation	  associées	  à	  la	  transformation	  des	  
mélanocytes	  
En clinique, la classification des mélanomes s’effectue en fonction de différents critères tels que : 
l’épaisseur totale, la prolifération, la présence d’ulcération, la profondeur de pénétration et la 
localisation des métastases existantes. Histologiquement, on peut distinguer cinq étapes de progression 
du mélanome (figure 1). L’indice de Clark qui est très utilisé permet de distinguer ces 5 degrés 
d’invasion : le mélanome intra-épidermique (Clark I), l’infiltration de quelques cellules mélanocytaires 
dans le derme (Clark II), l’infiltration de tout le derme papillaire (Clark III), l’invasion du derme 
réticulaire (Clark IV) et enfin l’occupation de l’hypoderme (Clark V) (Clark et al., 1991). D’autres 
modes de classification sont utilisés comme la classification de Breslow qui mesure l’épaisseur 
tumorale d’un mélanome. Cette mesure prend comme point de départ la couche épidermique 
granuleuse et va jusqu’à la cellule tumorale la plus profonde (Breslow, 1980). Une troisième 
classification récente prend en considération quatre critères : l’épaisseur et l’ulcération de la tumeur ; la 
localisation des métastases ; le nombre de ganglions lymphatiques touchés et le taux de lactate-
déshydrogénases circulantes (Balch et al., 2001). Cependant, les mécanismes de transformation du 
mélanome ne sont pas encore bien compris malgré la connaissance des mutations favorisant la survie et 
la croissance des cellules de mélanome. Nous allons donc décrire les différentes étapes du 
développement mélanocytaire : l’apparition de naevi, leurs migrations en phase radiale, puis 




Reproduced with permission from (Miller and Mihm, 2006), Copyright Massachusetts Medical Society. 
Figure	  1	  Modélisation	  de	  la	  progression	  du	  mélanome	  
Les cellules de mélanome sont représentées en bleu. Le schéma représente l’aspect histologique 
associé à chaque stade du développement mélanocytaire. Le tableau décrit les processus biologiques et 
les altérations géniques favorisant la progression du mélanome.  
C. Les	  étapes	  du	  développement	  mélanocytaire	  
1. Le naevus commun  
Le naevus commun est familièrement appelé « grain de beauté ». Il s’agit d’une excroissance cutanée 
bénigne, résultant d’une prolifération anormale et anarchique des mélanocytes, qui s’accumulent en 
7	  
	  
amas dans l’épiderme et/ou le derme. Au niveau moléculaire, les naevi se caractérisent par une 
activation constitutive de la voie ERK/MAPK (Extracellular signal-Regulated Kinase/Mitogen-
Activated Protein Kinase) (figure 1), rencontrée dans 90% des cas de mélanome (Oba et al., 2011; 
Zhuang et al., 2005). Les mécanismes responsables de l’activation de ERK sont dus aux mutations 
activatrices de l’oncogène NRAS,  ces mutations sont retrouvées dans 15-30% des mélanomes (van 
Elsas et al., 1995). NRAS fait partie de la famille des gènes Ras (Rat sarcoma) qui se compose 
également de HRAS et KRAS. La mutation de la protéine N-Ras principalement rencontrée est la 
substitution de la glutamine par une leucine en position 61, N-RASQ61L. Cependant, la mutation au 
sein de B-RAF est le facteur majoritairement responsable de l’activation de la voie ERK, celui-ci est 
muté dans plus de 80% des naevi, 66% des mélanomes primaires et 60% des mélanomes métastatiques 
(Davies et al., 2002; Kumar et al., 2003). BRAF est l’un des trois gènes de la famille RAF composée 
également de ARAF et CRAF. Plus de 90% des mutations B-RAF ont pour origine une substitution de 
la valine par un acide glutamique B-RAFV600E. Cette mutation mime la phosphorylation aux 
positions T598 et S601 ayant pour effet d’engendrer une activation constitutive de B-RAF (Davies et 
al., 2002). B-RAFV600E active ainsi la voie ERK, qui joue un rôle dans la phase radiale de croissance, 
la prolifération, la survie. L’activation de cette voie de signalisation apporte à la tumeur les conditions 
nécessaires à son maintien et à sa croissance lors de la progression du mélanome (Gray-Schopfer et al., 
2005). B-RAFV600E participe également à la néo-angiogénèse en incitant la sécrétion de VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor) (Sharma et al., 2005). Ainsi, l’activation constitutive de la voie 
RAS/MAPK constitue un évènement primordial dans la transformation du mélanocyte. Cependant, la 
majorité des naevi sont des tumeurs bénignes, dûes à un arrêt irréversible de la prolifération cellulaire 
causé par le phénomène de sénescence induit par ces oncogènes (Dhomen et al., 2009; Michaloglou et 
al., 2005; Pollock et al., 2003). Dans des naevi présentant une mutation B-RAFV600E, il a été montré, 
in vivo et in situ, une induction de p16INK4a, une augmentation de l’activité β-galactosidase, 
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caractéristique de la sénescence, sans perte apparente des télomères. Cette étude suggère un rôle 
protecteur de l’oncogène BRAF dans l’induction de la sénescence. En effet, BRAF participe au 
maintien du potentiel réplicatif ; la sénescence est donc incomplète. Les naevi peuvent donc rester 
stables durant des décennies et se libérer de ces contraintes prolifératives en acquérant de nouvelles 
lésions moléculaires et ainsi deviennent  des tumeurs malines (Michaloglou et al., 2005) 
 
Reproduced with permission from (Gray-Schopfer et al., 2005; Miller and Mihm, 2006), Copyright Massachusetts Medical Society and Nature publishing group. 
Figure	  2	  Les	  principales	  voies	  de	  signalisation	  impliquées	  dans	  le	  développement	  du	  mélanome	  
La voie RAS/RAF/MEK/ERK (MAPK/ERK Kinase), activée via des RTK, joue un rôle important 
dans de nombreux processus cellulaires. La voie PI3K/AKT inhibée par la protéine PTEN régule de 
nombreux facteurs favorisant la prolifération cellulaire, la survie et le développement métastatique. La 
voie du TGF-β possède des effets antiprolifératifs lors des premières étapes du développement 
mélanocytaire, puis devient pro-tumorale. Celle-ci participe aux phénomènes d’EMT, métastatique et 
9	  
	  
d’invasion. Le gène CDKN2A qui code pour deux protéines, p16 et ARF, est inactivé dans le 
mélanome favorisant la prolifération cellulaire induite par les cyclines CDK (CDK4/6) et la résistance 
à l’apoptose via la protéine MDM2. (Adapté de Gray-Schopfer, et al 2007, Miller A, 2006) 
 
2. Naevus dysplasique  
Le naevus dysplasique se caractérise par une forme asymétrique et une absence d’homogénéité 
cytologique due à de nouvelles lésions ou à une évolution du naevus commun. D’un point de vue 
moléculaire, le naevus dysplasique montre une inactivation de CDKN2A dans le cas des mélanomes 
familiaux (25 à 40%) (Thompson et al., 2005) et/ou une inactivation de PTEN dans le cas des 
mélanomes non familiaux (25 à 50%) (Miller and Mihm, 2006). 
CDKN2A est un gène suppresseur de tumeur qui code pour deux transcrits, résultant de l’épissage 
alternatif (Quelle et al., 1995), p16INK4 et p14ARF (Figure 2). La protéine p16INK4a bloque le cycle 
cellulaire en phase G1/S. Elle inhibe l’activité kinase du complexe cycline D1/CDK4 et CDK6, qui ont 
pour rôle d’inactiver la protéine suppresseur de tumeur Rb (retinoblastoma), afin de favoriser la 
progression du cycle cellulaire (Serrano et al., 1993). Tandis que la protéine p14ARF stabilise la 
protéine « gardienne du génome » p53. Pour cela p14ARF inhibe l’activité de la protéine MDM2 qui 
joue un rôle important dans la dégradation de p53 (Zhang et al., 1998). L’action de p14ARF  va ainsi 
favoriser l’arrêt du cycle cellulaire ou l’induction de l’apoptose par l’intermédiaire de p53 (Zhang et 
al., 1998). Une absence de la protéine p14ARF abolit la sénescence induite par les oncogènes et 
augmente les risques de transformation tumorale (Sharpless et al., 2004). Il est important de noter que 
le gène TP53, qui code pour la protéine p53 est impliqué dans de nombreuses fonctions cellulaires 
(Green and Kroemer, 2009; Levine et al., 1991), et est très rarement muté dans les mélanomes (10%) 
comparativement à d’autres cancers (Poremba et al., 1995). La perte de p14ARFva induire  une 
augmentation de l’activité de MDM2 ayant pour effet d’inactiver la voie p53 (Sharpless et al., 2003; 
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Sharpless et al., 2004). Les mutations oncogéniques de BRAF et NRAS et la perte d’expression de 
CDKN2A sont deux facteurs essentiels à la transformation des mélanocytes en mélanomes.  
Dans le cas des mélanomes non familiaux c’est la protéine PTEN (Phosphatase and TENsin homolog)  
qui est inactive. PTEN fait partie de la voie PI3K, une autre voie de signalisation, qui induit la 
progression du mélanome.  
PTEN code pour une phosphatase de lipide qui déphosphoryle le PIP3 (PhosphatidylInositol-(3-4-5)-
triPhosphate) en PIP2 (PhosphatidylInositol-(4-5)-biPhosphate) ayant pour effet de diminuer l’activité 
de AKT en limitant son recrutement à la membrane plasmique (Cantley, 2002). Les phosphoinositides 
sont des lipides membranaires qui agissent comme des messagers secondaires afin d’activer de 
nombreuses voies de signalisation dont Akt (Cully et al., 2006). Akt régule de nombreux facteurs 
jouant un rôle dans la prolifération cellulaire et la survie comme BAD (Bcl2-associated agonist of cell 
death) (Dillon and Muller, 2010), Caspase-9 ou encore NF-κB (Nuclear Factor Kappa B) (Soengas and 
Lowe, 2003). Une diminution de PTEN ayant pour effet d’augmenter l’activité d’Akt favorise la survie 
et la prolifération cellulaire. Dans les mélanomes, il a été montré que l’activation sélective de Akt3 est 
présente dans 40 à 60% des mélanomes, résultante d’une surexpression de AKT3, due à une 
amplification génique, et d’une perte de PTEN (Shao and Aplin, 2010; Stahl et al., 2004). Il a été 
montré que son inhibition réduit la survie des cellules de mélanome (Stahl et al., 2004). L’activation 
d’Akt3 et la perte de PTEN assorties à une mutation B-RAFV600E ou à la perte de CDKN2A 
contribuent à la transformation maline du mélanome (Cheung et al., 2008; Dankort et al., 2009; You et 
al., 2002).  
3. Phase de croissance radiale : RGP (Radial Growth Phase)  
En phase de croissance radiale, les mélanomes sont situés à la jonction dermo-épidermique, où ils 
constituent de petits amas étendus. Les cellules mélanocytaires prolifèrent selon l’orientation 
épidermique et sont immortalisées par un contournement du processus de sénescence. Cette 
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prolifération est liée à une augmentation de la cycline D1(Miller and Mihm, 2006). Lors de la phase de 
croissance radiale, les cellules mélanocytaires sont dépendantes des facteurs de croissance produits par 
les kératinocytes. La cycline D1 est un proto-oncogène qui joue un rôle important dans le 
développement de certains cancers, car c’est une sous-unité activatrice des kinases CDK4 (Cyclin-
Dependent Kinase) et CDK6. Le profil d’expression de la cycline D1 est accentué dans près de 20% 
des cas de mélanomes.  
L’inhibition de cette protéine dans les mélanomes induit l’apoptose et la diminution de la croissance 
tumorale, et démontre ainsi le potentiel oncogénique de cette protéine (Sauter et al., 2002).  
Enfin, dans les mélanomes la voie ERK peut également être constitutivement activée par la production 
autocrine de facteurs de croissance tels que le FGF (Fibroblast Growth Factor), le SCF (Stem Cell 
Factor), ou le HGF (Hepatocyte Growth Factor) (Lazar-Molnar et al., 2000; Satyamoorthy et al., 2003). 
4. Phase de croissance verticale : VGP (Vertical Growth Phase)  
L’avancée du mélanome vers la phase de croissance verticale est critique dans la progression tumorale. 
Les cellules vont pénétrer en profondeur dans le derme en proliférant activement de manière verticale. 
Au niveau de la couche basale, des nodules expansifs apparaissent. Les cellules de mélanome en VGP 
sont immortelles et possèdent un fort pouvoir métastatique. Cette transition est causée par une 
accumulation d’anomalies génétiques ayant pour effet la perte des jonctions cellulaires. L’expression 
des E-cadhérines est diminuée dans les cellules en VGP tandis que, l’expression des N-cadhérines est 
augmentée. Ces observations sont caractéristiques d’une EMT (transition épithélio-mésenchymateuse) 
(Thiery et al., 2009). Lors du passage à l’EMT, les cellules acquièrent des propriétés migratoires et 
invasives (Thiery and Sleeman, 2006). Ces cellules sont résistantes à l’apoptose grâce à l’inactivation 
de p53 et/ou PTEN, dont les mécanismes ont été expliqués précédemment.  
5. Cellules circulantes et métastases  
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L’étape finale de progression du mélanome est la propagation métastatique des cellules cancéreuses 
dans l’organisme via la circulation sanguine. Ainsi, les tumeurs distantes de la tumeur primaire vont se 
situer principalement dans les poumons, les ganglions lymphatiques, le cerveau et le foie. L’utilisation 
de différents biomarqueurs spécifiques de ces cellules permettent de définir une thérapie plus ciblée 
afin de diminuer la progression du mélanome chez le patient (Koyanagi et al., 2010; Sakaizawa et al., 
2012).  
IV. Thérapies	  et	  résistance	  des	  mélanomes	  
Une intervention chirurgicale permet une rémission de 97% des mélanomes (Balch et al., 2003). Alors 
que, les traitements par chimiothérapie, radiothérapie ou immunothérapie des mélanomes métastatiques 
sont encore peu efficaces (Atallah and Flaherty, 2005). Il est à noter que les cellules de mélanome 
entrent moins en apoptose in vivo par rapport à d’autres types de cellules cancéreuses et sont très 
résistantes aux drogues induisant l’apoptose in vitro (Soengas and Lowe, 2003). La dacarbazine, un 
agent alkylant, a longtemps été utilisée en chimiothérapie de référence. Seuls 10% des patients y 
répondent. Ce faible taux de réponse est retrouvé avec d’autres molécules comme la carmustine, le 
paclitaxel, le témolozomide ou les analogues du cisplatine (Tarhini and Agarwala, 2006). Une 
molécule comme le sorafénib, un inhibiteur multi-kinases permet de cibler la voie des oncogènes, c-
KIT, BRAF, NRAS. Depuis quelques années, les industries pharmaceutiques développent des thérapies 
ciblées permettant de mieux traiter les mélanomes suivant leurs altérations génétiques (Hocker et al., 
2008; Smalley and Herlyn, 2009). Les mélanomes présentant la mutation B-RAFV600E sont traités par 
exemple avec la molécule appelée vemurafenib (PLX4032). On constate cependant l’apparition rapide 
de mécanismes de résistance, comme la mutation N-RAS dans la tumeur de mutation B-RAFV600E 
(Nazarian et al., 2010). De plus, lors d’une biopsie de patient traité au PLX4032, dont le mélanome 
progressait de nouveau, PTEN a été retrouvée délétée (Villanueva et al., 2010). L’activation de la voie 
PI3K permet de contourner l’effet de l’inhibition de B-RAF. De nouvelles thérapies ciblant les voies 
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oncogéniques dépendant de c-KIT, N-RAS, MITF, CDK4 ou p53 sont actuellement en développement 
clinique (Flaherty and Fisher, 2011). L’hétérogénéité des altérations géniques, retrouvées chez des 
patients atteints du mélanome, induit divers mécanismes de résistance et une inefficacité des thérapies 
conventionnelles.  
Depuis 2011, la FDA (Food and Drug Administration) a approuvé sept nouveaux agents thérapeutiques 
prometteurs tels que les inhibiteurs de BRAF (vemurafenib 2011, dabrafenib 2013) l’inhibiteur de 
MEK (trametinib 2013), les anticorps anti-PD1 (nivolumab 2014, pembrolizumab 2014), les anticorps 
anti-CTLA-4 (ipilimumab 2011), ou le peginterferon-alfa-2b (2011) destiné à être utilisé dans les cas 
les plus avancés de mélanome. Néanmoins, les chercheurs continuent de travailler sur de nouvelles 
méthodes de traitement permettant de contrer la progression du mélanome et les cas de 
chimiorésistances.(Niezgoda et al., 2015) 
Il est évident qu’une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires favorisant la progression 
du mélanome aidera à trouver une thérapie efficace et personnalisée (Riker et al., 2007). 
V. La	  voie	  de	  signalisation	  Ras/MAPK	  	  
La voie des MAPK est une voie de signalisation intracellulaire qui joue un rôle essentiel dans la 
régulation de nombreux processus biologiques comme la prolifération, la migration cellulaire, la 
mitose, l’angiogénèse, la survie cellulaire et l’apoptose. Cette voie de signalisation activée via des 
récepteurs membranaires, tel que EGFR, demeure très conservée au cours de l’évolution chez les 
eucaryotes (Widmann et al., 1999). Ses récepteurs sont activés par l’intermédiaire de ligands qui sont 
des facteurs de croissance. Chez les mammifères, les MAPKs conventionnelles sont composées de 4 
groupes: ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2), JNK1/2/3 (c-Jun amino (N)-terminal 
kinases 1/2/3), p38 isoformes et ERK5 (Cargnello and Roux, 2011). Les modules de MAPKs 
conventionnels se composent de trois kinases hautement conservées durant l’évolution qui s’activent 
de manière séquentielle. Après stimulation par des facteurs de croissance, les récepteurs membranaires 
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à activité tyrosine kinase (RTK) vont induire une activation en cascade de la voie Ras/MAPK. Ils vont 
activer la MAPKKK (MAPK Kinase Kinase) qui va activer par phosphorylation la MAPKK qui par la 
suite phosphoryle la MAPK. La MAPK ainsi activée va intervenir dans différents processus 
biologiques en activant par phosphorylation différents substrats. La MAPK va activer directement la 
famille des kinases activées par les MAPK (MAPKAPK) représenté par les kinases RSK (p90 
Ribosomal S6 Kinase), MSK (Mitogen- and Stress-activated kinases), MNK (MAPK-interacting 
kinases), MK2/3 (MAPK activated protein kinase 2/3) et MK5 (Cargnello and Roux, 2011). Ceci 
permettra d’amplifier le signal reçu afin d’aboutir à une réponse cellulaire complète et adaptée au 
signal reçu. 
A. Les	  acteurs	  de	  la	  voie	  Ras/MAPK	  	  
On distingue différents récepteurs membranaires répondant aux facteurs de croissance capables 
d’activer la voie Ras/MAPK notamment le PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Receptor), FGFR 
(Fibroblast Growth Factor Receptor), l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) et les autres 
membres de la famille HER (Human epidermal growth factor receptor) et l’IGFR (Insulin-like Growth 
Factor Receptor). Les récepteurs à activité de tyrosine kinase vont être activés en amont par 
l’intermédiaire de différents ligands (peptides, protéine solubles ou liées à une membrane) tels que le 
NGF (Nerve Growth Factor), le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), le FGF (fibroblast growth 
factor), le EGF (Epidermal Growth Factor) et l’insuline. Les récepteurs peuvent être également activés 
par les cytokines, les ligands des RCPG (récepteur couplé aux protéines G) et le sérum (Raman et al., 
2007). Le module Ras/MAPK est composé de  plusieurs acteurs, participant à l’activation linéaire de la 
voie suite à un signal extérieur : les MAPKKK sérine/thréonine kinases connues comme Raf (Rapidly 
accelerated fibrosarcoma) comprenant les isoformes A-Raf, B-Raf et Raf-1, les MAPKK des 
tyrosine/thréonine kinases appelées MEK1 et MEK2 et enfin des MAPK des sérine/thréonine kinases 
connues sous le sigle ERK1 et ERK2. Ces kinases jouent un rôle important dans de nombreux 
processus biologiques comme la prolifération et la survie qui sont des facteurs essentiels à la 
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transformation des cellules et à la progression du cancer. Cette voie va être sujet à de nombreuses 
mutations activatrices touchant principalement les kinases Ras (30% des cancers) et Raf (20% des 
cancers) (Fremin and Meloche, 2010). 
B. Activation	  de	  la	  petite	  GTPase	  Ras	  	  
La famille des proto-oncogènes Ras est composée de trois gènes HRAS, NRAS et KRAS. Leur profil 
d’expression est dépendant des tissus. Les protéines sont situées sur la face interne de la membrane 
plasmique (Wright and Philips, 2006). Elles sont fixées grâce à leur extrémité C-terminale dans la 
couche phospholipidique de la membrane. Ras fait partie de la famille des petites GTPases. Les 
protéines Ras agissent comme des « interrupteurs  moléculaires ». Elles peuvent osciller entre un état 
actif lorsqu’elles sont liées au GTP (Guanosine Tri-Phosphate) et un état inactif lorsqu’elles sont liées 
au GDP (Guanosine Diphosphate) (Dickson et al., 1992; Ong et al., 2001). La forme active interagit 
avec des composants intracellulaires de la voie Ras/MAPK et aussi de la voie PI3K/Akt.  
La forme activée de Ras est définie lorsque le GDP est remplacé par le GTP tandis que son inactivation 
est la conséquence de l’hydrolyse du GTP en GDP. Ces deux phases sont régulées par des facteurs 
d’échange GEF (Guanine nucleotide exchange factor) et des facteurs activateurs GAP (GTPase-
Activating Proteins). Les facteurs d’échange GEF favorisent le relargage du GDP permettant la liaison 
de Ras avec le GTP ayant pour effet d’induire son activation. Alors que la GAP va favoriser 
l’hydrolyse du GTP ayant pour conséquence de pousser le retour de Ras dans un état inactif lié au GDP 
(Ahearn et al., 2012). L’activation des récepteurs membranaires RTK lors de leur interaction avec des 
facteurs de croissance va induire leur dimérisation et leur autophosphorylation en tyrosine sur leur 
queue cytoplasmique. Cette étape va permettre le recrutement de la protéine adaptatrice Grb2 (Growth 
factor Receptor Bound protein 2), via son domaine SH2 (Src Homology 2), elle-même associée à la 
protéine SOS (Son Of Sevenless). Cette dernière possède une activité GEF spécifique envers Ras 
permettant ainsi son activation (Vigil et al., 2010). L’activation excessive de Ras due à plusieurs 
mutations a été constatée dans les cas de cancers chez l’homme. En effet, KRAS est un oncogène 
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fréquemment retrouvé muté dans 30% des cancers tels que les cancers du pancréas (> 60), colorectaux 
(~40%) et broncho-pulmonaires (15-40%). Les mutations activatrices affectant NRAS et HRAS sont 
généralement constatées dans les mélanomes (20-30% pour N-Ras). Ces mutations vont induire une 
activité constitutive de la voie Ras/MAPK qui permet à la cellule tumorale de proliférer abondement 
tout en contournant les processus de mort cellulaire (Takashima and Faller, 2013).  
C. Les	  protéines	  kinases	  Raf/MEK/ERK	  
L’activation de la protéine Ras va induire une activation en cascade des acteurs de la voie Ras/MAPK. 
Ras activée va permettre le recrutement de la famille des sérine/thréonine kinases Raf à la membrane 
plasmique. Raf est présent dans le cytoplasme sous une forme inactive dite de conformation fermée. 
Son interaction avec Ras via le domaine RBD (Ras Binding Domain), situé sur l’extrémité N-terminale 
de Raf, va permettre son recrutement à la membrane plasmique. Cette interaction va permettre à Raf 
d’adopter une conformation ouverte permettant de débloquer son domaine catalytique situé sur son 
extrémité C-terminale. Raf est activée par des phénomènes de phosphorylation et de dimérisation (Luo 
et al., 1996; Mason et al., 1999; Terai and Matsuda, 2005). Le complexe Ras/Raf va permettre la 
translocation de la protéine d’échafaudage KSR (Kinase Suppressor of  Ras) à la membrane plasmique 
agissant sur l’activation de la protéine Raf lors de leur dimérisation (Rajakulendran et al., 2009). La 
protéine d’échafaudage KSR est constitutivement liée à la Kinase MEK et va également recruter Raf et 
ERK lors de l’activation de la voie. Ainsi, le regroupement des kinases de la voie Ras/MAPK par la 
protéine KSR va favoriser leurs activations (Udell et al., 2011). Les protéines MEK1/2 activées par 
phosphorylation directe par Raf sont des kinases de la famille sérine-thréonine/tyrosine kinase. Les 
kinases MEK vont par la suite activer les kinases ERK1/2 par phosphorylation au sein des motifs 
conservés de leur Thr-Glu-Tyr (TEY) de leur boucle d’activation. Enfin, l’activation des kinases 
ERK1/2, des sérine/thréonine kinases dont le motif consensus de phosphorylation est Thr/Ser-Pro va 
induire la phosphorylation de plus de 150 substrats (facteurs de transcription, protéine régulatrice de la 
prolifération…). Un des premiers substrats directs de ERK à être caractérisé sont les protéines RSK 
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(Cargnello and Roux, 2011). Tout comme la protéine Ras, Raf arbore de nombreuses mutations 
activatrices retrouvées dans un grand nombre de cancers. En effet, la protéine B-Raf est abondamment 
mutée dans les mélanomes (44%), les cancers de la thyroïde (35-70%), les cancers des ovaires (30%) et 
les cancers du colon (14%) (Fremin and Meloche, 2010). B-RAFV600E a été constatée dans près de 
90% des cancers présentant une mutation B-Raf.  
	  
Reproduced with permission from (Romeo et al., 2012), Copyright the Biochemical society	  
Figure	  3	  La	  voie	  de	  signalisation	  Ras/MAPK	  
Les facteurs de croissance vont se lier et activer les récepteurs tyrosine kinase par autophosphorylation. 
Les récepteurs activés vont recruter la protéine adaptatrice Grb2 et permettre la translocation de SOS. 
Ceci va permettre l’activation de Ras qui à son tour va activer Raf. Il s’ensuit une activation en cascade 
des différentes kinases de la voie de signalisation: MEK, ERK, RSK. Ces dernières kinases vont 
activer un grand nombre de substrats afin de répondre aux stimuli reçus par la cellule, induire la 






















niveaux par l’intermédiaire d’antagonistes spécifiques comme PD184352, U0126 et PD98059 qui sont 
des inhibiteurs de MEK, BI-D1870, SL0101 et FMK qui sont eux-mêmes des inhibiteurs de 
RSK(Romeo et al., 2012).	  
	  
D. La	  famille	  des	  kinases	  RSK	  	  
La famille RSK (90 kDa ribosomal S6 kinase) est composée de kinases sérine/thréonine régulant de 
nombreux processus biologiques comme la croissance cellulaire, la prolifération, la survie et la 
mobilité. Cette famille est composée de quatre isoformes chez les vertébrés (RSK1, RSK2, RSK3, et 
RSK4), ces isoformes possèdent une forte homologie de séquences (73-80%). La partie présentant le 
plus de divergences entre chaque membre se situe au niveau de leurs extrémités N- et C-terminale. Ces 
kinases possèdent deux domaines phosphotransférases fonctionnelles et non identiques, le NTKD 
(amino- Terminal Kinase Domain) et le CTKD (carboxy-Terminal Kinase Domain). Ces deux 
domaines kinases sont liés via une région centrale de 100 acides aminés. Cette région joue un rôle 
essentiel dans la régulation et l’activation du domaine NTKD. Comme elles possèdent deux domaines 
catalytiques distincts, RSK fait partie de deux familles différentes de kinases. Le domaine CTKD de 
RSK appartient à la famille des kinases CAMK (Ca2 + /calmodulin-dependent protein kinase) dont fait 
partie les protéines AMPK (AMP-activated protein kinase), MARK (MAP-regulating 
kinase/microtubule affinity-regulating kinase) et DAPK (death-associated protein kinase). La partie 
NTKD appartient à la famille des kinases AGC (protein kinase A, G and C) qui inclut les protéines 
kinases Akt, PKC et S6K (Fisher and Blenis, 1996).  Le domaine NTKD de RSK est responsable de la 
phosphorylation des substrats. Le domaine CTKD a pour rôle d’activer le domaine NTKD via une 
autophosphorylation de RSK. C’est la seule fonction connue à ce jour pour le domaine CTKD. 
 L’ensemble des isoformes de RSK possèdent quatre sites de phosphorylation essentiels à leur 
activation (Ser221, Ser363, Ser380 et Thr573 pour RSK1)(Anjum and Blenis, 2008). L’activation de 
RSK fait intervenir deux autres kinases : ERK et PDK1. La protéine ERK activée se lie au motif KIM 
puis phosphoryle le domaine CTKD sur la thréonine 573 (selon la séquence de RSK1 humain). 
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L’action de ERK permet l’autophosphorylation de RSK sur son domaine hydrophobique en Sérine 380. 
ERK peut également phosphoryler la thréonine 359 et la sérine 363. Ces différentes phosphorylations 
vont permettre le recrutement de la kinase PDK1 (3′- phosphoinositide-dependent protein kinase 1), 
une kinase sérine/thréonine constitutivement active. La protéine kinase PDK1 phosphoryle la sérine 
221 située sur le domaine NTKD de RSK permettant de compléter la boucle d’activation de RSK. Par 
la suite, l’autophosphorylation sur la sérine 737 par le domaine NTKD va induire la dissociation de 
ERK fixée sur le domaine KIM (Roux et al., 2003). Enfin, RSK va activer par phosphorylation 
différents substrats cellulaires via son domaine NTKD. RSK phosphoryle ses substrats en identifiant 
une séquence motif définie comme tel Arg-X-X-Ser/Thr (où X représente un acide aminé quelconque) 
(Galan et al., 2014). 
VI. MDM2	  :	  une	  E3	  ubiquitine	  ligase	  
MDM2 appartient à une large famille de protéines contenant un RING-finger (really interesting gene). 
Comme la plupart des membres de cette famille, la protéine MDM2 est une E3 ubiquitine ligase, son 
rôle est de mono- et/ou poly-ubiquitiner une variété de substrats afin de réguler leurs activités. Le gène 
MDM2 a été identifié sur les chromosomes minuscules doubles (fragment chromosomique de petite 
taille dénué de centromère) des fibroblastes spontanément transformés de souris 3T3. MDM2 a été 
montrée pour interagir physiquement avec l’hélice α présente dans la partie N-terminale du domaine de 
transactivation de la protéine tumeur suppresseur p53 (Kussie et al., 1996). MDM2 joue un rôle 
physiologique important comme en témoigne la létalité embryonnaire au stade E6,5 des souris 
présentant une délétion du gène MDM2 (Jones et al., 1995). Cette létalité a été contournée lors de la 
co-délétion des gènes MDM2 et p53 (Montes de Oca Luna et al., 1995). Cette observation démontre 
l’important rôle qu’exerce MDM2 sur p53 (Moll and Petrenko, 2003). Le suppresseur de tumeur p53 
est un des principaux médiateurs de l’arrêt de la croissance, la sénescence et de l’apoptose en réponse à 
un large éventail de dommages cellulaires (Zilfou and Lowe, 2009). La rapide induction du niveau 
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protéique de p53 par une variété de stress permet d’empêcher une propagation inappropriée des 
cellules endommagées. p53 est un facteur de transcription qui déclenche une variété de fonctions 
antiprolifératives (l’apoptose, arrêt du cycle cellulaire et la sénescence) via l’induction de nombreux 
gènes favorisant cette action. Le niveau protéique de p53 est donc conservé à un niveau bas dans les 
cellules non stressées par l’intermédiaire de MDM2 qui induit sa dégradation (Wade et al., 2013). 
A. Dégradation	  protéique	  par	  l’E3	  ubiquitine	  ligase	  
La dégradation des protéines par le protéasome (Ubiquitin Proteasome System ;UPS) permet à la 
cellule de réguler négativement des protéines intracellulaires spécifiques. La dégradation des protéines 
permet de maintenir la qualité des protéines, l’activité des voies de signalisation cellulaire et la 
progression du cycle cellulaire.  
L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui a pour but de marquer les protéines avec 
une ou plusieurs protéines d’ubiquitine (Ub) (Komander and Rape, 2012). L’ubiquitination joue un rôle 
dans la signalisation cellulaire, le trafficking des protéines mais elle est plus souvent étudiée pour son 
rôle dans le marquage des protéines permettant au protéasome de reconnaitre les protéines à dégrader 
(Deshaies and Joazeiro, 2009). La cascade d'ubiquitination commence par l’activation de l’enzyme E1 
via une charge d’ATP. Cette activation va permettre la formation d'une liaison thioester entre 
l’extrémité C-terminale de l’ubiquitine et la cystéine du site actif de la E1. L’ubiquitine est ensuite 
transférée sur la cystéine du site actif de l’enzyme E2 par une réaction de transthioestérification. Enfin, 
une E3 ligase va catalyser le transfert de l’ubiquitine, présente sur la cystéine du site actif de l’E2, vers 
une lysine ou vers la partie N-terminale d’une protéine cible (Deshaies and Joazeiro, 2009). Il y a trois 
classes d’E3 ligases : les RING E3 se lient avec le complexe E2-Ub et le substrat afin de transférer 
directement l’ubiquitine sur le substrat (Budhidarmo et al., 2012; Metzger et al., 2012; Ranaweera and 
Yang, 2013). Les deux autres classes HECT et RBR E3s se lient également au complexe E2-Ub et au 
substrat. La présence d’une cystéine sur leur site actif va impliquer une ubiquitination en deux étapes. 
L’ubiquitine provenant de l’E2 va être transférée sur la cystéine de l’E3 ligase. L’E3 ligase va par la 
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suite transférer l’ubiquitine sur une lysine ou sur la partie N-terminale du substrat. (Berndsen and 
Wolberger, 2014; Deshaies and Joazeiro, 2009; Huibregtse et al., 1995; Wenzel and Klevit, 2012). 
 Certaines protéines vont être ubiquitinées sur un résidu lysine une seule fois, on parle de mono-
ubiquitination. Cette forme d’ubiquitination a été montrée comme jouant un rôle dans les réponses au 
dommage à l’ADN (Komander, 2009; Komander and Rape, 2012; Sigismund et al., 2004). D’autres 
protéines vont être ubiquitinées sur plusieurs résidus lysines une seule fois, on parle de multi mono-
ubiquitination. Cette dernière a été montrée comme jouant un rôle dans le trafficking et la dégradation 
des récepteurs (Haglund et al., 2003). Enfin, les protéines ciblées par les E3 ligases peuvent être poly-
ubiquitinées, c’est-à-dire posséder plusieurs ubiquitines sur une même lysine. Ce dernier marquage 
protéique donne lieu à la naissance de différents polymères. En effet, les ubiquitines vont se lier entre 
elles par l’intermédiaire de leurs lysines. La connection par les lysines 48, présentes sur la protéine 
cible, est abondement étudiée car cette connection marque les protéines qui doivent être dégradées via 
le protéasome 26S (Komander, 2009; Komander and Rape, 2012). MDM2 est une E3 ligase qui va 
ubiquitiner un très grand nombre de substrats permettant une rapide et forte modification physiologique 
de la cellule (Fahraeus and Olivares-Illana, 2014). Afin de réguler leurs activités, les E3 ligases vont 
subir de nombreuses modifications post-traductionnelles comme des phosphorylations. 
B. Structure	  et	  modification	  post-­‐traductionelle	  de	  MDM2	  
La structure de MDM2 comprend plusieurs domaines qui ont des rôles bien distincts. MDM2 possède, 
un domaine de liaison avec p53 dans sa région N-terminale. La liaison entre MDM2 et p53 va 
permettre d’inhiber l’activité transcriptionelle du tumeur suppresseur en bloquant son domaine N-
terminal de trans-activation (Oliner et al., 1993). MDM2 possède également une région contenant des 
séquences d’import et d’export nucléaire facilitant sa translocation du noyau au cytoplasme ainsi que 
celle de p53 (Tao and Levine, 1999a; Yu et al., 2000). Le domaine acidique de MDM2 est hautement 
phosphorylé car c’est une région qui joue un rôle critique dans l’ubiquitination de p53 et de MDM2 lui-
même (Kawai et al., 2003). Le domaine Zinc finger de MDM2 est encore très mal étudié cependant 
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certaines études montrent son importance dans l’interaction avec des protéines ribosomales (Lindstrom 
et al., 2007). Enfin dans la partie C-terminale de MDM2, le domaine RING finger permet de transférer 
l’ubiquitine sur un substrat spécifique comme p53 (Figure 4). 
Ces domaines sont sujets à de nombreuses modifications post-traductionnelles comme la 
phosphorylation, cette modification permet de réguler l’activité de MDM2. Près de 20% des acides 
aminés de la protéine MDM2 sont des sérines ou des thréonines, ceci nous permet de mieux 
comprendre l’impact du rôle de la phosphorylation sur la régulation de l’activité de MDM2. On 
distingue deux grandes régions fortement phosphorylées, le domaine N-terminal (acides aminés 1-193) 
et le domaine central (acides aminés 194-293) de MDM2 (Hay and Meek, 2000). Les principaux sites 
de phosphorylation et leurs kinases sont : ser166 (Akt), ser186 (Akt), thr219 (cyclin A-CDK1/2), 
ser229, ser232, ser240, ser242, ser246, ser253, ser256, ser260, ser262, ser269 (CK2), tyr294 (c-Abl), 
et la ser295 (ATM, ataxia telangiectasia- mutated ) (Figure 4). Nous pouvons constater que seule Akt, 
faisant partie de la voie PI3K, est activée par des facteurs de croissance. La protéine kinase PI3K va 
être activée par les récepteurs à activité tyrosine kinase par l’intermédiaire de protéines adaptatrices 
comme IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1). La protéine PI3K va par la suite phosphoryler le PIP2 
pour former du PIP3. Cette réaction est négativement contrôlée  par PTEN qui déphosphoryle le PIP3. 
Le PIP3 ainsi formé va permettre de recruter PDK1 (3-Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1) 
et Akt à la membrane plasmique. PDK1 va par la suite phosphoryler la kinase Akt recrutée à la 
membrane via son domaine Pleckstrin Homology (PH), sur le résidu thréonine 308 situé dans sa boucle 
d’activation. La protéine kinase Akt va subir une deuxième phosphorylation conduite par la kinase 
mTORC2 (Mamamalian Target of Rapamycin Complex 2) au sein de son motif hydrophobique sur la 
sérine 473 permettant de finaliser l’activation de Akt (Engelman, 2009; Manning and Cantley, 2007). 
Akt a été montrée pour phosphoryler MDM2 sur les Ser166 et 186, ces acides aminés se trouvent à 
proximité d’un signal de localisation nucléaires (NLS) et d’une séquence d'export nucléaire (NES). Des 
études suggèrent que la phosphorylation de ces sérines 166 et 186 stimule l'entrée de MDM2 dans le 
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noyau (Mayo et al., 2002; Zhou et al., 2001). Cependant cette hypothèse reste encore mal étudiée car 
d’autres études montrent que la phosphorylation de MDM2 en Ser166 et 186 n’a aucun impact sur sa 
localisation cellulaire (Ogawara et al., 2002). Il a été également mentionné que la phosphorylation de 
MDM2 en Ser166 et 186 joue un rôle important dans la polyubiquitination de p53. En effet, la 
phosphorylation de MDM2 permettrait premièrement d’accroitre son interaction avec P300, un co-
activateur favorisant la poly-ubiquitination de p53, et deuxièmement d’inhiber l’interaction de MDM2 
avec ARF, une protéine qui inhibe l’activité de MDM2 (Grossman et al., 2003; Grossman et al., 1998; 
Zhou et al., 2001). Enfin, la phosphorylation de MDM2 en Ser166 et 186 par Akt conduit à une 
augmentation de la stabilité protéique due à une diminution de sa capacité à s’auto-ubiquitiner (Feng et 
al., 2004; Ogawara et al., 2002). Le rôle fonctionnel de la phosphorylation en Ser166 et 186 de MDM2 




Reproduced with permission from (Meek and Knippschild, 2003), Copyright American Association for cancer research.	  
Figure	  4	  Structure	  et	  régulation	  post-­‐traductionelle	  de	  MDM2	  
Représentation des domaines fonctionnels et des sites de phosphorylation de MDM2. Les domaines 
fonctionnels de MDM2 sont, le site de liaison de p53, la NLS, la NES, le domaine acidique, le Doigt de 
Zinc (Zing finger), le domaine ubiquitine ligase (RING finger) et une séquence de localisation 
nucléolaire (NoLS). SMP14 et 2A10 sont les anticorps commerciaux ciblant MDM2 (Meek and 
Knippschild, 2003). 
C. Relation	  entre	  p53	  et	  MDM2	  
MDM2 est une E3 ubiquitine ligase qui a pour rôle de poly-ubiquitiner plusieurs lysines de p53. La 
poly-ubiquitination de p53 va permettre de bloquer son activité transcriptionnelle, de l’exporter du 
noyau et par la suite d’induire sa dégradation via le protéasome (Haupt et al., 1997). MDM2 est une 
cible transcriptionnelle de p53 permettant de maintenir son niveau protéique au plus bas dans les 


































dégradation (Fang et al., 2000; Honda and Yasuda, 2000; Itahana et al., 2007). La relation entre 
MDM2 et p53 s’organise autour d’une boucle d’autorégulation (Moll and Petrenko, 2003; Wu et al., 
1993) (Figure 5). A la suite d’un dommage à l'ADN ou un autre stress cellulaire, p53 et MDM2 sont 
phosphorylées afin d’empêcher leurs interactions et ainsi d’augmenter la stabilité de p53 (Moll and 
Petrenko, 2003). De même, l’activation d’oncogènes favorise l’expression de la protéine ARF, qui va 
permettre de séquestrer MDM2 dans le nucléole, empêchant ainsi la dégradation de p53 (Honda and 
Yasuda, 1999; Tao and Levine, 1999b; Weber et al., 1999). Inversement, les facteurs de croissance, qui 
vont activer notamment la kinase Akt, induisent l’import nucléaire de MDM2 favorisant la dégradation 
de p53 (Moll and Petrenko, 2003). Il a été démontré que les cellules cancéreuses peuvent contourner la 
réponse aux dommages à l'ADN en modifiant le niveau protéique de MDM2 (Meek and Knippschild, 
2003; Rayburn et al., 2005). Ainsi, la surexpression de MDM2 et la résistance des cellules cancéreuses 
aux agents thérapeutiques semblent corrélées. MDM2 est fortement exprimée dans les cellules de 
mélanomes, mais son gène est rarement amplifié (Onel and Cordon-Cardo, 2004; Polsky et al., 2001). 
Les régulations post-transcriptionnelles de MDM2 semblent être une étape critique dans la progression 




Reproduced with permission from (Chene, 2003), Copyright Nature publishing group. 
Figure	  5	  Boucle	  d'autorégulation	  entre	  MDM2	  et	  p53	  
p53 stimule l’expression de MDM2 tandis que MDM2 inhibe l’activité de p53 en bloquant son activité 
transcriptionnelle et en favorisant son export nucléaire afin de stimuler sa dégradation. Cette relation 
forme une boucle d’autorégulation car MDM2 est capable de s’autoréguler par polyubiquitination 
(Chene, 2003). 
 
Chapitre	  2	  :	  MISE	  EN	  CONTEXTE	  ET	  OBJECTIFS	  DU	  PROJET	  DE	  
MAITRISE	  	  
 
Comme vue précédemment, la voie de signalisation Ras/MAPK est fréquemment hyperactive dans 
différents types de cancers, incluant les mélanomes. En effet, la mutation de l’oncogène B-RAF 
apparaît dans 70% des tumeurs. Les tumeurs malignes sont hautement invasives et résistantes aux 
formes communes de chimiothérapies. La protéine kinase RSK est directement activée par la voie 



























hyperactive dans les mélanomes ayant une mutation B-RAF, mais son rôle exact dans la progression 
tumorale reste mal compris. Il a été montré que la mutation B-RAF et l’inactivation du suppresseur de 
tumeurs Tp53 sont essentielles pour la transformation des mélanocytes en cellules malignes (Patton et 
al., 2005). Cependant, les mutations TP53 sont rares dans les mélanomes, l’inactivation de p53 est 
généralement corrélée avec une surexpression de MDM2.  Il a été démontré que les cellules 
cancéreuses peuvent contourner la réponse aux dommages à l'ADN en modifiant le niveau protéique de 
MDM2 (Meek and Knippschild, 2003; Rayburn et al., 2005). Ainsi, la surexpression de MDM2 et la 
résistance des cellules cancéreuses aux agents thérapeutiques semblent corrélées (Eton et al., 1998; 
Kakehi et al., 1998). MDM2 est fortement exprimée, mais son gène est rarement amplifié dans les 
cellules de mélanome (Polsky et al., 2001). Ainsi, la régulation post-transcriptionnelle et/ou 
traductionnelle de MDM2 semble être une étape critique ayant pour effet la résistance aux 
chimiothérapies conventionnelles. Des études antérieures montrent que la kinase AKT est capable de 
phosphoryler MDM2 sur les sérines 166/186/188 ayant pour effet d’augmenter sa stabilité résultant 
d’une diminution de son auto-ubiquitination (Feng et al., 2004; Ogawara et al., 2002). Mais les études 
sur la relation entre AKT et MDM2 sont très controversées. Nous avons constaté que les sérines 166 et 
186 abordent un consensus motif de phosphorylation reconnu par la plupart des kinases AGC (Pearson 
and Kemp, 1991). La régulation de MDM2 à travers les sites Ser166/186 par d’autres kinases AGC 
peut donc être envisagée. Or, la kinase RSK, partie intégrante de la voie Ras/MAPK, est une kinase 
AGC. Cette kinase peut probablement phosphoryler plus spécifiquement MDM2 au même site que la 
kinase AKT.  
Nous avons donc émis l’hypothèse que la kinase RSK est un important régulateur de l’activité de 
MDM2 et contribue ainsi à la progression et la chimiorésistance des mélanomes.  
Mon projet de maitrise comporte trois objectifs principaux. Dans un premier temps, nous avons 
caractérisé la phosphorylation de MDM2 par la kinase RSK. Ce premier point a été développé avant 
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mon arrivée dans le laboratoire par un étudiant à la maitrise Patrick Lacasse et Julie Moreau. Dans un 
second temps, j’avais pour objectif de caractériser le rôle fonctionnel de la phosphorylation de MDM2 
par la protéine kinase RSK. Enfin, j’ai eu pour but d’évaluer le rôle de la kinase RSK dans la réponse 
au dommage à l’ADN et la chimiorésistance des mélanomes. 
Chapitre	  3	  :	  MATERIELS	  ET	  METHODES	  	  
• Plasmide et mutagénèse 
Les plasmides RSK codant pour hRSK1, mRSK2, avRSK1, avRSK1-K112/464R (inactive kinase) et le 
plasmide Myr-avRSK1 (constitutivement actif) ont été décrits lors d’une précédente étude (Roux et al., 
2004). Le plasmide codant pour HDM2 forme humaine de MDM2 marqué myc (pCMV-Myc3-HDM2) 
provient d’Addgene (Cambridge, MA, USA). Le mutant HDM2 S166/186A a été produit à l’aide d’une 
mutation dirigée sur le vecteur pCMV-Myc3-HDM2 grâce à la méthode  QuikChange de Stratagene 
(La Jolla, CA, USA). Les plasmides codant pour RasG12V, B-RAFV600E marqué HA et MEK1-DD 
(S218D, S222D) forme constitutivement active marqué Flag ont été décrits lors d’une précédente étude 
de notre laboratoire (Carrière A et al.,2008). Les constructions shRNA proviennent de la compagnie 
Sigma-Aldrich (shRSK1, TRCN470; shRSK2, TRCN537). 
• Anticorps et réactifs 
Les anticorps ciblés contre phospho-MDM2 (Ser166) #3521 , p53 #2527 et #9282, Akt, phospho-Akt 
(Ser473) #9271, ERK1/2 #9102, phospho-ERK1/2 (T202/Y204) #9106, S6 #9202, phospho-S6 #4856 
ont été achetés auprès de la compagnie Cell Signaling Technologies (Beverly, MA). Les anticorps 
ciblés contre ubiquitine, RSK1 (C-21) et MDM2 (SMP14) ont été achetés auprès de la compagnie 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). L’anticorps phospho-RSK (Ser380) a été acheté auprès 
de la compagnie R&D Systems (Minneapolis, MN). L’anticorps β-actine a été acheté auprès de la 
compagnie Sigma-Aldrich (St-Louis,MO). Les anticorps anti-myc anti-HA ont été fabriqués par le 
laboratoire du Dr.Roux. L’ensemble des anticorps secondaires conjugués au horseradish peroxidase 
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(HRP) utilisés pour la révélation des western blot ont été achetés auprès de la compagnie Chemicon 
(Temecula, CA). Les réactifs suivants ont été utilisés pour traiter les cellules : wortmannin (100 nM), 
U0126 (10 µM), PI-103 (1 µM) PD184352,  BI-D1870, (Biomol, Plymouth Meeting, PA),  Nutlin-3 
(30 µM) (Cayman Chemicals, Ann-Harbor, Michigan), MG132 (10 µM), cycloheximide (50 µg/mL) 
(Sigma-Aldrich), FBS (fetal bovine serum) (10%), insuline (25 to 100 nM), EGF(Invitrogen, Carlsbad, 
CA) (25 ng/ml), et PMA (phorbol 13-myristate 12-acetate) (25 ng/ml) (Biomol, Plymouth Meeting, 
PA).     
• Culture cellulaire et transfection  
Les cellules HEK293 et A375 ont été maintenues à 37°C en présence de 5% de CO2 dans du milieu de 
culture DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) avec 4.5 g/litre de glucose supplémenté à 10% 
de sérum de veau fœtal (FBS) et aux antibiotiques (Pénicilline et streptomycine). Les cellules Colo829 
ont été maintenues à 37°C en présence de 5% CO2 dans du milieu de culture RPMI (Roswell Park 
Memorial Institute medium) supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (FBS) et les antibiotiques 
(Pénicilline et streptomycine). Les lignées cellulaires de mélanocytes humaines normales (105 - 25N) 
ont été maintenues à 37°C en présence de 5% de CO2 dans du milieu de culture mélanocytes Growth 
Medium (135-500, Cell Applications). Les lignées cellulaires WM852 ont été maintenues dans un 
milieu composé de MCDB 153 et Leibovitz L-15 en proportion 4 :1 supplémenté avec 2% de FBS, 
1.69 mM CaCl2, 5 µg/ml d’insuline et d’antibiotiques. Les cellules ont été cultivées au nombre de 2,5 
Millions dans des plaques 10 cm ou  0,3M / puits. Les cellules HEK293 ont été cultivées pendant 24h 
avant leur transfection par précipitation au phosphate de calcium. 24h post transfection, les cellules ont 
été cultivées dans un milieu dépourvu de sérum pendant 16 à 18h. Par la suite, les cellules ont été 
traitées avec les drogues tels que wortmannin (100 nM), U0126 (10 µM), PI-103 (1 µM) (Biomol, 
Plymouth Meeting, PA), PD184352,  BI-D1870, Nutlin-3 (30 µM), MG132 (10 µM), ou 
cycloheximide (50 µg/mL) et/ou stimulées avec du FBS (10%), de l’insuline (25 à 100 nM), de l’EGF 
(25 ng/ml), ou du PMA (25 ng/ml) pendant plusieurs minutes avant d’effectuer la lyse cellulaire. Les 
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cellules sont grattées et lysées dans du BLB (10 mM KPO4, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 50 mM β-
glycerophosphate, 5 mM EGTA, 0.5% NP-40, 0.1% Brij-35, 1 mM sodium orthovanadate, 1mM 
PMSF, 10 µg/mL leupeptin, 5 µg/mL pepstatin A). Les cellules non déprivées en sérum sont cultivées 
pendant 48h avant d’être récoltées. Les lysats cellulaires sont centrifugés pendant 10 minutes à 4°C et 
utilisés pour des immunoprécipitations ou des immunoblottings.  
• Immunoprécipitation 
Les lysats cellulaires sont incubés et agités en présence d’anticorps anti-myc ou anti-ubiquitine pendant 
2h à 4°C puis mis en présence de billes protéine A-Sepharose (GE Healthcare) pendant  1h à 4°C sous 
agitation. Les billes sont par la suite lavées trois fois avec du BLB (10 mM KPO4, 1 mM EDTA, 10 
mM MgCl2, 50 mM β-glycerophosphate, 5 mM EGTA, 0.5% NP-40, 0.1% Brij-35) avant d’ajouter 50 
µl de Laemmli buffer 2X. 
• Immunoblotting 
Les lysats cellulaires sont chauffés à 100 °C dans  un thermoblock pendant 5min afin de dénaturer les 
protéines, puis les lysats sont chargés pour migration sur un gel acrylamide SDS-PAGE à 10%. Un 
marqueur de poids protéique couvrant 10 à 170 kDa, le PageRuler prestained (Fermentas, Termo 
Scientific,CAN) est utilisé comme référence. Les protéines migrées sont par la suite transférées sur une 
membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF) par electroblotting à 750 mA pendant 2h. Les 
membranes sont ensuite bloquées avec une solution de TBST (3% NaCl 5M, 2%Tris 1M pH 8, 0,2% 
Tween 20 solution 50% in water) complémentée de 5% de lait en poudre pendant 1h à température 
ambiante. Les membranes sont ensuite lavées 3 fois avec la solution TBST. Les anticorps primaires 
sont utilisés suivant les instructions du fournisseur et agités toute la nuit à 4°C. Après cette étape, les 
membranes sont lavées 3 fois pendant 5 minutes avec une solution de TBST puis incubées en présence 
de l’anticorps secondaire Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit ou anti-mouse avec une 
dilution 1:10000 pendant 1 à 2h. Les membranes sont par la suite lavées 3 fois pendant 10 minutes 
avec du TBST. Enfin l’immunoblot est développé par l’intermédaire de chimioluminescence (ECL). 
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Certains échantillons ont été quantifiés grâce à un essai Bradford (Bio-Rad) afin de normaliser leur 
concentration protéique. L’intensité des bandes a été analysée et quantifiée grâce au logiciel 
informatique FUJI Multi Gauge V3. 
• Quantitative Real-Time PCR et extraction d’ARN  
L’ARN messager provenant des lignées cellulaires étudiées a été extrait par l’intermédiaire du kit 
RNeasy Mini Kit (Qiagen). Les ARN totaux ont été inversement transcrits en cDNA en utilisant le kit 
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). L’ensemble des 
résultats générés par qPCR a été normalisé avec le gène de contrôle GAPDH. 
• Ubiquitination TUBE assay (Tandem Ubiquitin Binding Entites)  
La technique de Tandem Ubiquitin Binding Entites (TUBE) est basée sur les domaines UBA qui 
possèdent une forte affinité pour l’ubiquitine. Cette technique a été développée pour isoler et identifier 
les protéines ubiquitinées. TUBE montre une forte affinité avec les complexes de poly-ubiquitination. 
De plus, cette technique permet de protéger les protéines poly-ubiquitinées de l’action des 
deubiquitinases et de l’action du protéasome. Le kit TUBE provient de la compagnie LifeSensor. 
Chapitre	  4:	  RÉSULTATS	  	  
I. L’activation	  de	  la	  voie	  de	  signalisation	  MAPK	  induit	  la	  
phosphorylation	  de	  MDM2.	  
La fonction de MDM2 est hautement régulée par de multiples sites de phosphorylation. Comme 
expliqué précédemment, les sites de phosphorylation Ser166 et Ser186 sont phosphorylés après la 
stimulation par des facteurs de croissance activant ainsi plusieurs voies de signalisation (Marine, J.C. 
and A.G. Jochemsen, 2004). Des études antérieures ont montré que ces sites de phosphorylation sont 
dépendants de l’activation de la kinase Akt faisant partie de la famille des kinases AGC.  
Nous montrons dans des cellules HEK293, cultivées sans sérum, que la stimulation et l’activation de la 
voie Ras/MAPK participe à la phosphorylation de MDM2 en Ser166. Pour cela, nous utilisons des 
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agonistes ciblant préférentiellement la voie MAPK ou PI3K, afin de comparer l’impact des différentes 
stimulations sur la phosphorylation en Ser166 de MDM2. La voie MAPK va être préférentiellement 
activée par deux agonistes qui sont: le PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate), un activateur de la 
protéine kinase PKC qui va activer la voie MAPK par l’intermédiaire de C-Raf (Ueda et al., 1996), et 
l’EGF activant les récepteurs EGFR.  
L’insuline va plus spécifiquement activer la voie PI3K/Akt. La stimulation des cellules en présence de 
sérum permet d’activer les deux voies simultanément. Lors de cette expérience, nous pouvons 
remarquer que la phosphorylation sur la Ser166 est davantage corrélée avec une stimulation de la voie 
MAPK en comparaison avec l’intensité du signal observé lors de l’activation de la voie PI3K/Akt. En 
effet, les traitements au PMA et à l’EGF sont capables d’induire une augmentation significative de la 
phosphorylation de MDM2 par rapport aux cellules non traitées. Les cellules traitées au PMA 
présentent une augmentation importante de la phosphorylation de MDM2 par rapport au traitement à 
l’EGF (Figure 6A). Ceci s’explique par le fait que l’EGF induit une réponse rapide et transitoire due 
à la mise en place des mécanismes de régulation. Afin d’observer ce phénomène, nous avons effectué 
une étude cinétique en stimulant les cellules HEK293 avec de l’EGF et du PMA de 2 minutes à 60 
minutes. Lors d’une stimulation à l’EGF, nous observons après deux minutes une forte augmentation 
de la phosphorylation de MDM2 en comparaison à la condition non stimulée. Cependant, une 
diminution du signal de phosphorylation est corrélée avec le temps de stimulation (Figure 6B). Ceci est 
dû à la mise en place d’une boucle de régulation de la voie MAPK ayant pour effet de maintenir une 
activité transitoire de la voie MAPK après une stimulation par des facteurs de croissance. Lors d’une 
stimulation avec le PMA, nous constatons une phosphorylation intense conservée dans le temps 
(Figure 6D). Afin de s’assurer que la phosphorylation observée est bien spécifique à l’activité de la 
voie MAPK et non de la voie PI3K, nous avons pré-traité les cellules HEK293 avec des inhibiteurs de 
la voie PI3K (Wortmaninn inhibiteur de PI3K et PI-103 inhibiteur de PI3K et mTOR). Par la suite, 
nous avons stimulé la voie MAPK avec de l’EGF. L’efficacité des inhibiteurs est contrôlée par une 
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absence de phosphorylation sur Akt. Nous constatons une faible diminution de la phosphorylation de 
MDM2 en présence des inhibiteurs de la voie PI3K, suggérant que la kinase Akt, faisant partie de la 
voie PI3K, phosphoryle MDM2 (Figure 6C). La voie MAPK induit spécifiquement la phosphorylation 
de MDM2 donc la voie PI3K n’est pas exclusivement responsable de la phosphorylation de MDM2 sur 
la Ser166. Nous pouvons donc en conclure que la stimulation par PMA et l’EGF va activer une 
protéine kinase qui induit la phosphorylation de MDM2.en Ser166.  
	  
	  
Figure	  6	  La	  voie	  MAPK	  induit	  une	  phosphorylation	  de	  MDM2	  en	  Ser166	  
!
D	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Les cellules HEK293 ont été cultivées sans sérum pendant 12h puis stimulées pendant 10-20 min avec 
des agonistes qui activent préférentiellement la voie MAPK (PMA, EGF et sérum) ou la voie PI3K 
(insuline, sérum). Les cellules ont été récoltées puis nous avons observé la phosphorylation de MDM2 
à l’aide d’un anticorps phospho-motif par western blot (A). Nous avons effectué une étude cinétique 
avec l’EGF afin d’observer la cinétique de phosphorylation de MDM2 après stimulation par ce facteur 
de croissance (B). Nous avons corrélé spécifiquement la phosphorylation de MDM2 en Ser166 avec 
l’activité de la MAPK en inhibant la voie PI3K à l’aide des inhibiteurs PI-103 et wortmannin puis en 
activant la voie avec de l’EGF pendant 10min (C). Nous avons effectué une étude cinétique avec du 
PMA afin d’observer la cinétique de phosphorylation de MDM2 après stimulation (D). Figures 
générées par Julie Moreau. 
II. La	  phosphorylation	  de	  MDM2	  par	  la	  voie	  MAPK	  est	  dépendante	  
de	  MEK	  et	  RSK	  
Afin d’identifier la kinase responsable de la phosphorylation de MDM2, nous utilisons des inhibiteurs 
spécifiques dirigés contre les principales kinases de la voie Ras/MAPK. Dans un premier temps, nous 
allons observer l’effet des kinases MEK1/2 sur la phosphorylation de MDM2 en Ser166. Pour cela, 
nous exposons les cellules HEK293 en présence de deux inhibiteurs spécifiques de MEK1/2 
(PD184352 et UO126) et par la suite, nous stimulons la voie MAPK avec du PMA et de l’EGF. Une 
absence de phosphorylation sur les kinases ERK1/2, cible directe des kinases MEK1/2 dans la cascade 
d’activation de la voie MAPK, nous permet de contrôler l’efficacité des inhibiteurs utilisés. Lorsque les 
cellules sont en présence des inhibiteurs de MEK1/2, nous observons une quasi totale inhibition de la 
phosphorylation de MDM2. La phosphorylation résiduelle de MDM2 en présence de U0126 peut être 
expliquée par le manque d’efficacité de l’inhibiteur en présence de PMA. En effet, l’activité de 
ERK1/2 n’est pas totalement inhibée se traduisant par la présence de phospho-ERK1/2 en présence de 
U0126. Cependant, les cellules traitées avec le PD184352 et stimulées avec du PMA et de l’EGF 
présentent une totale absence de phosphorylation de MDM2. Fait intéressant, lorsque l’on inhibe la 
voie MAPK, nous observons une augmentation de l’activité de la voie PI3K qui se traduit par la 
présence de phospho-Akt. Nous pouvons donc conclure que la phosphorylation de MDM2 par la voie 
MAPK est dépendante de MEK1/2 ainsi la kinase qui phosphoryle MDM2 en Ser166 se situe en aval 
des kinases MEK1/2 (Figure 7). D’après les publications précédentes, la kinase Akt phosphoryle 
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MDM2 sur les sérines 166 et 186. Sachant que la séquence présente aux abords de la Ser166 
correspond au motif de phosphorylation des kinases AGC, nous allons inhiber une kinase de cette 
famille agissant en aval de MEK1/2 : la protéine kinase RSK. Dans un premier temps, nous 
entreprenons d’effectuer une analyse bioinformatique de la séquence en acides aminés de MDM2. 
Cette étude nous révèle que la séquence aux abords des sérines 166 et 186 de MDM2 possède un motif 
de phosphorylation hautement conservé chez les vertébrés reconnus par RSK (RXRXXpS/T). 
	  
Figure	  7	  La	  phosphorylation	  de	  MDM2	  en	  Ser166	  est	  dépendante	  de	  MEK1/2	  
Les cellules HEK293 ont été cultivées sans sérum pendant 12h puis pré-traitées pendant 30 min avec 
des inhibiteurs spécifiques de MEK1/2 : le U0126  et le PD184352. Nous avons par la suite stimulé les 
cellules avec des agonistes de la voie MAPK, PMA (25 ng/ml; 20 min) ou EGF (25 ng/ml; 10 min). La 
phosphorylation de MDM2 a été détectée par western blot à l’aide d’un anticorps anti-phospho Ser 
166. Figure générée par Julie Moreau. 
 
Nous avons donc pré-traité les cellules HEK293 avec un inhibiteur de RSK, le BI-D1870, puis stimulé 
les cellules avec du PMA et de l’EGF. En présence de cet inhibiteur, nous observons une forte 
diminution de la phosphorylation de MDM2 sur la Ser166. Afin de vérifier l’efficacité de l’inhibiteur 
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de RSK, nous avons contrôlé le niveau de phosphorylation d’un substrat direct de RSK, la protéine S6 
(Figure 8A). 
Afin de s’assurer que l’effet obtenu avec l’inhibiteur de RSK n’est pas dû à un effet non spécifique, 
nous avons inhibé RSK1/2 dans les cellules HEK293 par l’intermédiaire des petits ARN en épingle à 
cheveux (shRNA). Pour cela, nous avons mis les cellules HEK293 en présence de particules 
lentivirales comportant un shRNA dirigé contre RSK1/2 et un shRNA contrôle qui n’a aucune cible. 
Les cellules exprimant le shRNA RSK1/2 sont déplétées partiellement pour l’expression de RSK1 et 
RSK2. Ces cellules ont été mises en présence du facteur de croissance EGF pendant un temps croissant 
de 0 à 6h afin de moduler la phosphorylation de MDM2. La stimulation des cellules exprimant le 
shRNA contrôle, montre une forte phosphorylation de MDM2 au cours du temps, tandis que les 
cellules exprimant le shRNA RSK1/2 montrent une faible phosphorylation de MDM2. Ce dernier 
résultat peut être expliqué par la présence des protéines RSK1/2 résiduelles. Cependant, nous pouvons 
constater une décroissance rapide de la phosphorylation de MDM2 après 2h de stimulation (Figure 
8B). Cette observation montre l’importance des kinases RSK1/2 sur le niveau de phosphorylation de 
MDM2. Nous pouvons donc conclure que le niveau de phosphorylation de MDM2 requiert l’activation 






Figure	  8	  La	  phosphorylation	  de	  MDM2	  est	  corrélée	  avec	  le	  niveau	  d'activité	  de	  RSK	  
Les cellules HEK293 ont été cultivées sans sérum pendant 12h puis pré-traitées pendant 30 min avec 
un inhibiteur spécifique de RSK, le BI-D1870. Nous avons par la suite stimulé les cellules avec des 
agonistes de la voie MAPK : PMA (25 ng/ml; 20 min) ou EGF (25 ng/ml; 10 min). Les temps 
d’exposition aux agonistes de la voie MAPK ont été choisis en fonction des observations faites dans la 
figure 6 b et D. En effet, ces temps ont montré une phosphorylation optimum de MDM2. La 
phosphorylation de MDM2 a été détectée par western blot à l’aide d’un anticorps anti-phospho Ser 166 
(A). Les cellules HEK293 exprimant un shRNA ciblant spécifiquement les ARNm de RSK1 et RSK2. 
Les cellules après sélection ont été stimulées lors d’une cinétique avec le facteur de croissance EGF 
pendant 6h (B). Figures générées par Julie Moreau. 
III. MDM2	  est	  un	  substrat	  direct	  de	  RSK	  
Afin de démontrer que MDM2 est un substrat direct de RSK, nous avons, dans un premier temps, 
cherché à observer une interaction physique entre la kinase RSK et son substrat MDM2. Pour cela, 
nous avons étudié la présence d’un complexe entre MDM2 et RSK selon différentes conditions de 
transfection au sein des cellules HEK293 : MDM2 seul, MDM2 et RSK sauvage WT. Afin de savoir si 
l’interaction entre les deux protéines peut être modulable, nous avons déprivé les cellules de sérum 
pendant 16h puis stimulé la voie MAPK avec du sérum ou du PMA suivant une cinétique de 10 
minutes à 1h. Nous avons par la suite immunoprécipité MDM2 par l’intermédiaire de son marquage 
myc. A la suite de cette expérience, nous avons pu constater que MDM2 interagit physiquement avec 
RSK. En effet lors de la co-expression de MDM2 et RSK1, nous remarquons la présence de RSK1 
après l’immunoprécipitation de MDM2. L’absence de la protéine RSK1 lors de la seule expression de 
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ce dernier nous permet de valider la spécificité de nos observations. De plus, l’interaction entre ces 
deux protéines semble être constitutive car aucune modulation n’a été observée lors de la stimulation 
avec le sérum ou le PMA. Ceci nous permet de conclure qu’en condition de surexpression RSK et 
MDM2 font partie d’un même complexe protéique. Il serait intéressant de connaître si l’interaction 
entre MDM2 et RSK est directe ou indirecte (Figure 9). 
	  
Figure	  9	  Présence	  d’un	  complexe	  entre	  la	  kinase	  RSK	  et	  MDM2	  
Les cellules HEK293 ont été co-tranfectées avec la forme aviaire de la kinase RSK1 (avRSK1) et la 
forme humaine marquée myc de MDM2 (myc-MDM2). Ces cellules ont été cultivées sans sérum 
pendant 12h puis stimulées avec du sérum ou du PMA pendant 10 à 60 min. Une immunoprécipitation 
à l’aide de l’anticorps anti-myc a été effectuée. Enfin la protéine a été révélée par western blot. 
 
Afin de confirmer que MDM2 est un substrat direct de RSK, nous entreprenons d’effectuer un essai 
kinase in vitro. Pour cela, nous utilisons différents mutants non-phosphorylables en Ser166 et/ou 186 
(substitution des sérines en alanines). Les différents mutants non-phosphorylables ont été générés dans 
les bactéries: GST-MDM2 S166A, MDM2 S186A et MDM2 S166/186A. Ces mutants ont été mis en 
présence d’une forme sauvage ou d’une forme inactive de RSK1 purifiée (sauvage WT ou inactive 
kinase KD). Les différentes formes de RSK1 ont été purifiées à partir de cellules HEK293 traitées ou 
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non avec du PMA. Nous observons une forte incorporation de phosphore 32 (32P) provenant de MDM2 
en présence de RSK1 WT stimulée avec du PMA. Cette observation nous permet d’une part de valider 
notre expérience in vitro et d’affirmer que MDM2 est un substrat direct de RSK1. Afin de confirmer 
cette observation, nous constatons une absence d’incorporation dans le mutant MDM2 S166A, nous 
permettant ainsi de confirmer que la kinase RSK phosphoryle directement la sérine 166. Le mutant de 
MDM2 S186A présente une incorporation résiduelle de 32P, cette observation peut être expliquée par 
une différence d’affinité entre les Ser166 et Ser186. RSK semble donc préférentiellement phosphoryler 
la Ser166. Lorsque l’on observe le mutant MDM2 S2A (non phosphorylable), on ne constate aucune 
incorporation de 32P. Ceci, nous permet de conclure que RSK1 a pour cible unique et directe in vitro les 
sites de phosphorylation Ser166 et Ser186 de MDM2. Enfin, en présence d’une forme inactive de 
RSK1, nous n’observons aucune incorporation de 32P, nous permettant de conclure que la 






Figure	  10	  MDM2	  est	  un	  substrat	  direct	  de	  RSK	  
Afin de valider que MDM2 est directement phosphorylée par RSK, un essai kinase a été effectué sur 
les sérines 166 et 186. Différents mutants non-phosphorylables ont été générés dans les bactéries: GST-
MDM2 S166A, MDM2 S186A et MDM2 S166/186A. Ces mutants ont été utilisés lors de l’essai 
kinase en présence de RSK1 purifiée (sauvage WT ou inactive kinase KD) à partir de cellules HEK293 
stimulées ou non avec du PMA. Figure générée par Julie Moreau et Philippe ROUX. 
	  
Nous pouvons donc conclure que les sites de phosphorylation Ser166/186 sont les cibles uniques et 
directes de RSK.	  
IV. RSK	  favorise	  l’accumulation	  protéique	  de	  MDM2	  
Des études antérieures suggèrent que la phosphorylation de MDM2 sur les Ser166 et 186 par la kinase 
Akt joue un rôle sur la stabilité de la protéine. La phosphorylation en Ser166 et 186 réduit son 
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ubiquitination donc diminue sa dégradation via le protéasome (Feng et al., 2004; Ogawara et al., 2002). 
La kinase RSK phosphoryle les mêmes sites que Akt ainsi nous pouvons émettre l’hypothèse que RSK 
joue un rôle important sur la stabilité de MDM2. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons 
observé l’abondance protéique de MDM2 dans différentes conditions de transfection au sein des 
cellules HEK293 : MDM2 seul, MDM2 et RSK sauvage WT, MDM2 et RSK inactive kinase KD. 
Nous avons pu constater que le niveau protéique de MDM2 était plus abondant en présence de la forme 





Figure	  11	  Le	  niveau	  protéique	  de	  MDM2	  est	  dépendant	  de	  l'activité	  de	  RSK	  
Les cellules HEK293 ont été co-transfectées avec les constructions plasmidiques: RSK WT (sauvage) 
ou KD (inactive kinase) en présence de la forme WT de MDM2. L’abondance des protéines a été 
observée par western blot (A). Une analyse qPCR sur le transcrit de MDM2 a été effectuée dans les 
mêmes conditions que (A), (B). 
	  
Afin de connaître l’origine de l’accumulation de MDM2 en présence de la forme RSK WT, nous avons 
entrepris une étude qPCR sur le gène MDM2 dans les mêmes conditions de l’expérience ci-dessus. 
Une faible augmentation du transcrit de MDM2 a été constatée en présence de RSK1 WT. Cependant, 
cette augmentation ne peut probablement pas, à elle seule, expliquer l’abondance protéique de MDM2 
(Figure 11B).  
Nous avons réalisé différentes expériences afin de mieux caractériser l’abondance protéique de MDM2 
en fonction du niveau d’activité de RSK. Pour cela, nous avons transfecté différentes quantités de 
RSK1 sauvage en présence d’une quantité constante de MDM2. Nous pouvons constater que 
l’abondance de MDM2 croit en fonction de la quantité de RSK. Le niveau protéique de MDM2 est 
dépendant de la quantité de RSK transféctée (Figure 12A). Nous avons par la suite transfecté 
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différentes quantités de MDM2 WT en présence d’une quantité constante de RSK WT. La 
surexpression de RSK nous permet de détecter la protéine MDM2 plus efficacement par western blot. 
En effet, en l’absence d’une surexpression de RSK1 nous détectons la protéine MDM2 transféctée vers 
2 µg tandis qu’en présence d’une surexpression de RSK1, nous détectons la protéine MDM2 
transfectée  vers 0.1µg.  Ces expériences permettent de conclure que le niveau protéique de MDM2 est 
dépendant de la quantité de RSK (Figure 12B). RSK doit jouer un important rôle dans l’abondance 
protéique de MDM2. Des études récentes montrent que les sites de phosphorylation Ser166 et 186 sont 
à l’origine de la translocation de la protéine du cytoplasme au noyau. Nous avons donc comparé le 
niveau de MDM2 dans le lysat cellulaire (partie soluble d’une cellule) et dans l’homogénat (ensemble 
des constituants cellulaires) en présence de RSK sauvage et inactive kinase. Or, nous n’observons 
aucune différence de niveau protéique dans les différentes conditions entre le lysat et l’homogénat. 
Cette observation permet de conclure que la kinase RSK induit une accumulation de MDM2 dans 




Figure	  12	  RSK	  régule	  la	  quantité	  protéique	  de	  MDM2	  
Les cellules HEK293T ont été cultivées en présence de sérum pour chacune des expériences. Les 
cellules ont été co-transfectées avec une quantité croissante de RSK1 de 0 à 4 µg et une quantité fixe 
de MDM2 WT (A). Les cellules ont été co-transfectées avec une quantité croissante de MDM2 de 0 à 6 
µg et une quantité fixe de RSK1 (B). Les cellules ont été transfectées avec différentes formes de RSK1 
(WT et KD) en présence de MDM2 WT. Une fraction de la lyse totale des cellules (homogénat) et une 






V. La	  phosphorylation	  de	  MDM2	  sur	  les	  Ser166/186	  régule	  
l’ubiquitination	  et	  la	  stabilité	  de	  la	  protéine	  	  
L’ubiquitine ligase MDM2 est une protéine très instable qui est dégradée par le protéasome. Afin de 
connaître si les sites de phosphorylation Ser166 et 186 jouent un rôle dans la stabilité de la protéine, 
nous avons co-transfecté MDM2 avec différentes constructions de RSK sauvage et inactive kinase. 
Puis nous traitons, lors d’une cinétique de 0 à 6h, les cellules avec un inhibiteur qui bloque la synthèse 
protéique, la cycloheximide. Nous observons en présence de RSK WT une augmentation de la stabilité 
de MDM2 par rapport aux conditions sans RSK et avec RSK KD. Après avoir quantifié les bandes de 
trois expériences de stabilité de MDM2, nous pouvons constater que la demi-vie de la protéine MDM2 
est doublée en présence d’une forte activité de RSK. L’activité de RSK induit donc une augmentation 
de la stabilité de MDM2. Nous pouvons conclure que MDM2 est deux fois plus stable en présence 
d’une forte activité de RSK (Figure 13).  
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Figure	  13	  RSK	  semble	  agir	  positivement	  sur	  la	  stabilité	  de	  MDM2	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Les cellules HEK293 ont été cultivées avec du sérum et transféctées avec la forme aviaire de RSK1 
et/ou la forme humaine de MDM2. Ces cellules ont été traitées avec un inhibiteur de la synthèse 
protéique, la cycloheximide (100 µg/ml) lors d’une cinétique de 0 à 6h. L’abondance protéique de 
MDM2 a été observée par western blot puis les bandes ont été quantifiées à l’aide du logiciel 
informatique FUJI Multi Gauge V3. 
	  
Afin de déterminer si les sites de phosphorylation influencent la capacité de MDM2 à s’auto-
ubiquitiner et donc à induire sa dégradation via le protéasome, nous avons utilisé la technologie 
appelée Tandem Ubiquitin Binding Entities (TUBE). TUBE est composée de domaines associés à 
l’ubiquitine (UBA) qui possèdent une forte affinité pour l’ubiquitine. Cette technique a été développée 
pour isoler et identifier les protéines ubiquitinées. TUBE montre une forte affinité avec les complexes 
de poly-ubiquitination (Hjerpe et al., 2009). A l’aide de cette méthode, nous avons comparé le profil 
d’ubiquitination des différents mutants de MDM2 : la forme sauvage (WT), la forme non 
phosphorylable (S2A) et la forme phosphomimétique (S2D). Cette méthode nous a permis de 
démontrer une augmentation de l’ubiquitination basale du mutant MDM2 S2A comparé au MDM2 
WT. En effet le niveau basal d’ubiquitination de MDM2 S2A est supérieur au taux d’ubiquitination des 
formes WT et S2D. De plus, lorsque les cellules sont traitées avec du MG132 (inhibiteur du 
protéasome) nous constatons que le niveau d’ubiquitination de la forme S2D est plus faible qu’en 
présence des  formes WT et S2A (Figure 14). Ces observations nous permettent de conclure que les 
sites de phosphorylation Ser166/186 jouent un rôle important dans l’ubiquitination de MDM2.  
A la suite de ces expériences, nous avons cherché à vérifier si les différences d’ubiquitination 
observées avec les mutants de MDM2 pouvaient être corrélés avec un changement de stabilité 
protéique. Nous avons donc effectué un essai de stabilité en présence de Cyclohéximides sur des 
cellules HEK293T transfectées avec les mutants de MDM2 (S2A et S2D) et la forme sauvage (WT). 
Nous n’avons pas été en mesure d’observer des changements significatifs de la stabilité entre les 




Figure	  14	  Les	  Ser166	  et	  186	  agissent	  sur	  le	  poly-­‐ubiquitination	  de	  MDM2	  
Le profil de polyubiquitination de MDM2 a été observé par la méthode Tandem Ubiquitin Binding 
Entities (TUBE). Les constructions de MDM2 (MDM2 S2A, MDM2 S2D et MDM2 WT) ont été 
exprimées dans des cellules HEK293. Dans ces mêmes conditions, les cellules ont été traitées avec un 
inhibiteur du protéasome le MG132  à 10µM. Figure générée par Patrick Lacasse. 
VI. Les	  mutations	  oncogéniques	  de	  la	  voie	  MAPK	  induisent	  une	  
phosphorylation	  constitutive	  de	  MDM2.	  	  
Nous avons démontré précédemment que MDM2 est un substrat direct de RSK, dans cette partie nous 
allons démontrer l’impact des mutations oncogéniques de la voie MAPK sur la phosphorylation de 
MDM2. Il est important de savoir que l’ensemble des mutations activatrices de la voie MAPK vont 
induire une augmentation de l’activité de ERK1/2 et donc de RSK. Nous avons généré trois lignées 
cellulaires stables de HEK293 qui contiennent les mutations activatrices de la voie de MAPK ; MEK1 
(D218/D222), B-Raf (V600E) et H-Ras (G12V). L’ensemble de ces cellules montrent une activité 
constitutive de ERK1/2 et de RSK en comparaison à la lignée cellulaire contrôle, déprivée de facteurs 
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de croissance. Ces trois lignées cellulaires montrent également un haut niveau de phosphorylation de 
MDM2 qui peut être inhibé à l’aide de différents inhibiteurs ciblant spécifiquement des acteurs de la 
voie MAPK comme MEK1/2 (U0126 et PD184352) et RSK (BI-D1870) (Figure 15). Afin de contrôler 
l’efficacité de chaque inhibiteur, nous avons corrélé l’inhibition de MEK1/2 avec une diminution de 
phosphorylation sur ERK1/2 et l’inhibition de RSK avec une diminution de phosphorylation sur la 
protéine S6. Ces expériences nous permettent de conclure sur le rôle que des mutations oncogéniques 
de la voie MAPK occupent sur l’activation constitutive de MDM2. De plus, la phosphorylation 
constatée sur MDM2 est également dépendante de RSK. 
	  
Figure	  15	  Les	  mutations	  oncogéniques	  de	  la	  voie	  MAPK	  favorisent	  la	  phosphorylation	  de	  MDM2	  
Les cellules HEK293 exprimant de façon stable les formes oncogéniques H-Ras (G12V), B-Raf 
(V600E) ou MEK1 (S218/S22D) ont été cultivées pendant 12h sans sérum (A). De façon similaire à 
(A), les cellules ont été traitées avec des inhibiteurs de MEK1/2 (U0126, PD184352) ou RSK (BI-
D1870) pendant 30 min (B). Figures générées par Julie Moreau. 
 
VII. MDM2	  est	  constitutivement	  phosphorylée	  dans	  les	  mélanomes	  
présentant	  une	  mutation	  oncogénique	  dans	  la	  voie	  MAPK	  	  
Les mutations oncogéniques aboutissant à une activité constitutive de la voie MAPK sont précoces 
dans le développement du mélanome. Une majorité des mélanomes présente une mutation B-Raf 
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V600E. Les cellules de mélanomes sont donc un excellent modèle pour étudier l’impact de la voie 
MAPK sur la phosphorylation de MDM2 et sur le rôle biologique de ces phosphorylations. Pour cette 
étude, nous allons utiliser trois lignées cellulaires cancéreuses; les A375 et Colo829 porteurs de la 
mutation B-Raf V600E et la lignée WM852 porteuse d’une mutation N-Ras Q61R. Une lignée normale 
de mélanocytes seront utilisés comme contrôle. Les trois lignées cancéreuses montrent une 
phosphorylation constitutive de MDM2 en Ser166 en comparaison avec les mélanocytes (Figure 16A). 
Au sein des cellules cancéreuses A375 et Colo829, nous modulons négativement la phosphorylation de 
MDM2 en utilisant des inhibiteurs spécifiques de MEK1/2 (U0126 et PD184352) et de RSK (BI-
D1870) (Figure 16B). L’activation de la voie MAPK est contrôlée par les niveaux de phosphorylation 
de ERK1/2 et S6. Nous avons démontré la phosphorylation constitutive de MDM2 dans des cellules 
cancéreuses de mélanome présentant des mutations oncogéniques de la voie MAPK. La modulation du 
niveau de phosphorylation de MDM2 par des inhibiteurs de la voie MAPK nous permet de conclure 
que la phosphorylation en Ser166 de MDM2 est hautement dépendante du niveau d’activation de la 
voie de signalisation MAPK. 
	  




Les mélanocytes normaux et les cellules de mélanomes ont été cultivés en sérum pendant 12h. La 
phosphorylation de MDM2 a été observée à l’aide d’un anticorps phospho-motif dirigé contre la 
Ser166 (A). Les cellules de mélanomes portant une mutation B-Raf (V600E) ont été cultivées sans 
sérum pendant 12h puis traitées avec des inhibiteurs de MEK1/2 (U0126 ou PD184352) et RSK (BI-
D1870) pendant 60 minutes (B). Figures générées par Julie Moreau. 
VIII. L’inhibition	  de	  RSK	  augmente	  le	  niveau	  protéique	  de	  p53	  suite	  à	  
un	  dommage	  à	  l’ADN	  dans	  les	  mélanomes.	  
L’ubiquitine ligase MDM2 joue un rôle important dans la régulation du niveau protéique de p53. Nous 
avons démontré que la phosphorylation en Ser166 et 186 favorise la stabilité de MDM2. Nous 
émettons l’hypothèse que la voie MAPK affecte le niveau protéique de p53 via la phosphorylation 
constitutive de MDM2 dans les cellules de mélanomes. Les niveaux protéiques et l’activation de p53 
sont stimulés lors d’un stress cellulaire comme par exemple en présence de dommage à l’ADN. 
Nous avons donc par la suite observé l’impact d’un dommage à l’ADN sur le niveau endogène de p53 
en présence ou non de différents inhibiteurs de la voie MAPK dans les cellules de mélanomes. Pour 
cela, nous avons utilisé un inhibiteur de la topoisomérase I : la camptothécine, qui va induire des 
cassures doubles brins dans l’ADN (Grivicich et al., 2001). Nous avons évalué, à l’aide d’une 
cinétique, la capacité du traitement à induire une accumulation de p53 dans les cellules A375. Nous 
avons pu constater qu’une très faible quantité de camptothécine induit une accumulation détectable de 
p53 à partir de 2h de traitement (Figure 17A). Par la suite, nous avons simultanément traité les cellules 
A375 avec de la camptothécine et différents inhibiteurs de RSK. Nous avons pu observer une faible 
augmentation du niveau protéique de p53 en présence des inhibiteurs de RSK par rapport à une 
condition contrôle traitée seulement avec la camptothécine (Figure 17B). Nous pouvons donc en 
conclure que RSK a un impact sur le niveau protéique de p53 dans les cellules de mélanomes. Nous 
pouvons également spéculer que la modulation du niveau protéique de p53 en présence des inhibiteurs 





Figure	  17	  Les	  inhibiteurs	  de	  RSK	  semblent	  augmenter	  le	  niveau	  protéique	  de	  p53	  	  lors	  d'un	  dommage	  à	  l'ADN	  
Les cellules de mélanomes A375 ont été cultivées en sérum pendant 12h. Un dommage à l’ADN 
double brin a été effectué en présence d’un inhibiteur de la topoisomérase I, la camptothécine (CPT). 
Le niveau protéique de p53 et l’induction de ses gènes cibles ont été observés lors d’une cinétique de 
6h par western blot et qPCR. Les résultats de qPCR ont été normalisés avec le gène GAPDH et établi 
en fonction d’un contrôle sans traitement à la camptothécine(A). Les cellules de mélanomes A375 ont 
été cultivées en sérum pendant 12h puis en présence de camptothécine et d’inhibiteur de RSK (BI-





ces expériences, le niveau endogène de MDM2 n’a pas pu être mesuré. Les expériences pourront être 
répétées et optimisées afin d’observer le niveau de la protéine MDM2. 
IX. Le	  niveau	  protéique	  de	  p53	  dans	  les	  mélanomes	  est	  dépendant	  
de	  MDM2	  et	  du	  protéasome	  
Dans des conditions non stressées, les cellules gardent le niveau protéique de p53 bas. L’E3 ubiquitine 
ligase MDM2 a pour rôle d’ubiquitiner p53 afin d’induire sa dégradation via le protéasome. (Levine, 
1997; Wu and Levine, 1997). Ce processus de régulation de p53 est dépendant de sa liaison avec 
MDM2 sur sa partie N-terminale. La Nutlin est une petite molécule qui inhibe la liaison entre MDM2 
et p53 (Tovar et al., 2006; Vassilev, 2004). Cette molécule a été très étudiée car elle induit une 
stabilisation et une activation du tumeur suppresseur p53 dans plusieurs cancers présentant une forme 
sauvage de p53 (Coll-Mulet et al., 2006). 
Afin de déterminer si la Nutlin est efficace dans les cellules de mélanomes, nous traitons la lignée 
A375 avec la Nutlin-3 de 0 à 24h. Nous avons pu remarquer une augmentation du niveau protéique de 
p53 au cours du temps dans les cellules de mélanomes. En effet après 2h de traitement, nous sommes 
capables de détecter une accumulation de la protéine endogène p53 (Figure 18B). Cette observation 
nous permet de conclure que la régulation de p53 dans les cellules de mélanomes est dépendante de 
MDM2. De plus, lorsque l’on traite les cellules A375 avec un inhibiteur du protéasome le MG132, 
nous observons une accumulation de p53 endogène détectable à partir de 2h de traitement. Ainsi le 
niveau protéique de p53 est dépendant de la protéine MDM2 qui va induire sa dégradation via le 




Figure	  18	  La	  régulation	  de	  p53	  dans	  les	  mélanomes	  est	  dépendante	  du	  protéasome	  et	  de	  MDM2	  
Les cellules de mélanome A375 ont été cultivées sans sérum pendant 12h puis traitées avec un 
inhibiteur du protéasome, le MG132 à 10µM. La protéine p53 a été détectée par western blot à la suite 
d’une cinétique de 4h (A). Les cellules de mélanome A375 ont été cultivées sans sérum pendant 12h 
puis traitées avec la nutlin-3 à 30µM lors d’une cinétique de 24h. L’abondance de la protéine p53 a été 




Chapitre	  5:	  DISCUSSION	  
La voie Ras/MAPK, activée par des facteurs de croissance, joue un rôle important dans la prolifération, 
la croissance et la survie cellulaire. Une précédente étude montre que des cellules transformées par 
l’oncogène Ras, ayant subies une exposition aux dommages à l’ADN, sont plus résistantes à 
l’apoptose, facteur dépendant de p53. Ceci est expliqué par le fait que Ras induit la transcription du 
gène MDM2 d’une manière indépendante de p53, ayant pour effet de favoriser la dégradation de p53 
(Ries et al., 2000). La voie MAPK joue donc un rôle dans la régulation transcriptionnelle du gène de 
MDM2. Peu d’étude montre l’impact de la voie MAPK sur la régulation de MDM2, notamment au 
niveau post-transcriptionel, nous avons donc dans ce rapport tenter de mieux comprendre la régulation 
de MDM2 et son impact sur le cancer. 
I. Caractérisation	  de	  la	  phosphorylation	  de	  MDM2	  par	  la	  kinase	  
RSK	  
	  
Dans ce rapport, nous montrons que la voie MAPK induit la phosphorylation de l’ubiquitine ligase 
MDM2 sur la sérine 166 en utilisant un anticorps phospho-spécifique dirigé contre ce site de 
phosphorylation. Nos résultats montrent que le PMA et l’EGF, deux agonistes favorisant l’activation 
de la voie Ras/MAPK, induisent la phosphorylation de MDM2 en Ser166 plus efficacement que 
l’insuline qui active principalement la voie PI3K/Akt. L’ubiquitine ligase n’est donc pas uniquement 
régulée par la voie PI3K mais également par la voie MAPK de façon prédominante. Ceci peut 
s’expliquer par le fait qu’une dérégulation de la voie MAPK est rencontrée très tôt dans le 
développement des mélanomes par rapport à la voie PI3K. La voie MAPK va favoriser le 
développement tumoral en régulant par phosphorylation MDM2 et ainsi possiblement contrer les effets 
anti-prolifératifs de p53. Une précédente étude montre que MDM2 est phosphorylée en Ser166 par la 
voie MEK-ERK dans les hépatocytes (Malmlof et al., 2007). Nous avons montré que cette 
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phosphorylation était dépendante de l’activation de MEK1/2 et RSK. Nous avons pu moduler la 
phosphorylation de MDM2 en Ser166 à l’aide de différents inhibiteurs spécifiquement dirigés contre 
des acteurs de la voie MAPK. La voie MAPK cible donc les mêmes sites de phosphorylation que la 
kinase AKT. En effet, l’analyse de la séquence en acides aminés, nous a permis de mettre en évidence 
que les sérines 166 et 186 possèdent un motif de type (RXRXXS/T).Ce motif est associé au consensus 
de phosphorylation spécifique des kinases de la famille AGC dont fait partie RSK. Afin de vérifier 
l’hypothèse que MDM2 est une cible directe de RSK, nous avons effectué un essai kinase in vitro. 
Nous avons démontré que la kinase RSK phosphoryle MDM2 sur les Ser166 et 186 de manière directe 
et spécifique. Nous envisageons donc que les kinases RSK et AKT vont phosphoryler MDM2 afin de 
réguler son activité lors de différentes étapes de la progression tumorale. Nous pouvons également 
supposer que l’ensemble de la famille des kinases RSK (RSK1, RSK2, RSK3 et RSK4) phosphoryle 
MDM2 en Ser166 car ces kinases partagent la même séquence consensus de phosphorylation. 
Cependant, les kinases RSK sont exprimées de façons tissues dépendantes, MDM2 sera ainsi 
particulièrement régulée par les kinases RSK1, RSK2 qui sont majoritairement exprimées dans la 
plupart des cancers. Il serait intéressant de savoir si d’autres kinases, faisant partie de la famille des 
AGC, peuvent phosphoryler MDM2 sur ce même site comme S6 ou encore SGK. Ceci nous 
permettrait de mieux caractériser l’ensemble des acteurs pouvant réguler MDM2 et ainsi développer 
une thérapie ciblée envers ces kinases pour différents cancers.  
Après avoir caractérisé la phosphorylation de MDM2 par la voie MAPK et plus spécifiquement par 




II. Caractérisation	  du	  rôle	  fonctionnel	  de	  la	  phosphorylation	  de	  
MDM2	  par	  RSK	  
	  
 La kinase AKT a été montrée pour induire la phosphorylation de MDM2 favorisant ainsi la stabilité de 
la protéine et la localisation cellulaire de cette dernière. Cependant, l’impact des sites de 
phosphorylation régulés par AKT sur le rôle biologique de MDM2 reste encore très controversé. Ceci 
peut s’expliquer par le fait que la voie MAPK phosphoryle de façon plus efficace les mêmes sites de 
phosphorylation ciblés par AKT. De plus, la plupart des études inhibent l’activité kinase ou la protéine 
AKT seule, ainsi l’influence de la voie MAPK doit rendre difficile l’étude des rôles biologiques 
dépendant des sites de phosphorylation.  
Nous avons donc entrepris, dans un premier temps, de déterminer si les sites de phosphorylation 
influencent la capacité de MDM2 à s’auto-ubiquitiner. Pour cela, nous avons muté les différents sites 
de phosphorylations (Ser166 et 186) afin d’observer un effet indépendant des kinases qui jouent un rôle 
sur la régulation de ces sites. Nous avons pu démontrer une augmentation de l’ubiquitination basale du 
mutant MDM2 S2A (forme non phosphorylable) en comparaison avec le MDM2 WT. Par la suite, 
nous avons traité les cellules avec du MG132 (inhibiteur du protéasome) afin d’augmenter le niveau de 
protéines totales ubiquitinées. Nous avons pu observer une diminution de l’ubiquitination du mutant 
MDM2 S2D (forme constitutivement phosphorylable) comparé au MDM2 WT et S2A. La régulation 
de la stabilité de MDM2 n’est pas uniquement contrôlée par son auto-ubiquitination, une précédente 
étude montre que l’histone acétyltransférase p300-CBP-associated factor (PCAF) joue un rôle 
important dans la stabilité de MDM2 en poly-ubiquitinant ce dernier. L’inhibition de PCAF permettrait 
d’accentuer l’effet des sites de phosphorylation sur le profil d’ubiquitination de MDM2. Enfin certains 
partenaires protéiques comme p300 ou p19ARF  ont un impact sur la régulation de la stabilité de MDM2. 
Il serait donc intéressant d’observer l’impact de ces partenaires protéiques avec les sites de 
phosphorylation régulés par la voie MAPK sur l’ubiquitination de MDM2. 
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Afin d’observer la fonction biologique résultant de ces différents niveaux d’ubiquitination de MDM2, 
nous avons, dans un premier temps, montré que l’activité kinase RSK favorise l’enrichissement de la 
protéine MDM2 dans les cellules. Cette observation peut être d’origine transcriptionnelle, 
traductionnelle ou post-traductionnelle. Nous pouvons suggérer que cet enrichissement est dû à une 
augmentation de la stabilité de la protéine. Cependant, la faible augmentation du transcrit en présence 
de la forme sauvage de RSK ne nous permet pas de dire que la stabilité est le seul facteur aboutissant à 
cet enrichissement. La voie MAPK joue un rôle important dans la régulation de la traduction des 
protéines. Il serait intéressant de connaître si la traduction de la protéine MDM2 est régulée par la voie 
MAPK. Nous avons montré dans ce rapport que la kinase RSK régule la stabilité de MDM2. L’effet 
sur la stabilité de MDM2 reste encore très faible. Il serait important de connaitre si l’inhibition de la 
kinase AKT permettrait d’accentuer l’effet observé. De plus, des expériences non présentées dans ce 
rapport, ne nous ont pas permis de conclure que la stabilité de la protéine est uniquement dépendante 
des sites de phosphorylation Ser166 et 186 de MDM2. Ceci peut être expliqué par deux hypothèses, 
premièrement dans cette expérience nous avons utilisé des cellules HEK293T, ces cellules présentent 
l’antigène T du virus SV40, ce dernier peut avoir un impact majeur sur les résultats de stabilité générés, 
il serait donc intéressant de valider ces observations dans un autre modèle cellulaire. Deuxième, nous 
pouvons émettre l’hypothèse que RSK peut réguler une autre protéine ayant un impact sur la stabilité 
de MDM2 ou qu’une ou plusieurs protéines pourraient influencer de façon prédominante la stabilité de 
MDM2.   
III. Evaluation	  du	  rôle	  de	  RSK	  dans	  la	  réponse	  au	  dommage	  à	  l’ADN	  
et	  la	  chimiorésistance	  des	  mélanomes	  
Le mélanome est un cancer très agressif et montre de nombreuses résistances aux chimiothérapies 
conventionnelles. Des mutations activatrices de la voie MAPK se produisent très tôt dans le processus 
de progression tumorale du mélanome. Les mélanomes forment ainsi un bon modèle d’étude. Dans ce 
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rapport, nous avons montré que l’ubiquitine ligase MDM2 est constitutivement phosphorylée en 
Ser166 en présence des mutations oncogéniques de la voie MAPK et dans les mélanomes. En effet, les 
mutations oncogéniques de H-Ras (G12V), B-Raf (V600E) et MEK1 (DD) favorisent l’activité 
constitutive de MDM2. Dans des lignées cellulaires de mélanomes présentant des mutations 
activatrices au sein de la voie MAPK, nous avons montré une forte phosphorylation de MDM2 en 
Ser166. Les cellules de mélanomes montrent un niveau protéique de MDM2 plus élevé que les cellules 
normales de mélanocyte, cependant le gène est rarement amplifié dans les mélanomes. Il serait 
intéressant d’observer l’impact de la voie MAPK sur la stabilité de MDM2 endogène et sur 
d’éventuelles régulations transcriptionnelles ou traductionnelles. Les cellules de mélanomes ne sont 
pas ou moins affectées par les agents induisant des dommages à l’ADN tel que la dacarbazine (DTIC) 
ou la temozolomide (TMZ). Afin de mieux comprendre le rôle de RSK sur le niveau protéique de p53 
lors d’un dommage à l’ADN, nous avons utilisé de la camptothécine ; un inhibiteur de la 
topoisomérase I créant des cassures double brins. Nous avons montré que l’inhibition de RSK suite à 
un dommage à l’ADN permet d’augmenter faiblement le niveau protéique de p53 dans les cellules de 
mélanomes. L’étude des effets de la voie MAPK sur MDM2 et p53 pourrait être effectuée avec des 
lignées de mélanomes ne présentant aucune altération dans la voie PI3K afin de mieux comprendre 
l’impact de MAPK dans le développement tumoral précoce. Il serait intéressant d’observer l’impact de 
l’inhibition de RSK sur les gènes cibles de p53. De plus, lors de prochaines expériences, nous pourrons 
observer l’impact de l’inhibition de la kinase RSK sur les rôles biologiques de p53 comme l’induction 
de la sénescence et de l’arrêt du cycle cellulaire. Enfin, nous pouvons suggérer que dans les cellules 
utilisées, l’inhibition de la voie MAPK et PI3K simultanément permettrait d’augmenter plus 
efficacement le niveau protéique de p53. Afin de déterminer si le niveau de p53 est régulé 
majoritairement par MDM2, nous avons utilisé la Nutlin-3, un inhibiteur d’interaction de MDM2 et 
p53. Nous avons pu observer un fort enrichissement de p53 en présence de cette molécule. En vue de 
découvrir une molécule permettant de diminuer la chimiorésistance des cellules cancéreuses à la suite 
60	  
	  
d’un dommage à l’ADN ; ciblé spécifiquement RSK et/ou AKT permettrait de diminuer la croissance 
tumorale. 
Nous pouvons suggérer que le mécanisme de régulation de MDM2 par la voie MAPK joue un rôle 
important dans la régulation du niveau de p53 des cellules normales. En effet, à la suite d’un dommage 
à l’ADN, des études montrent une augmentation de l’activité de la voie MAPK (Persons et al., 1999; 
Wang et al., 2000). Nous pouvons supposer que l’activation de la voie MAPK va favoriser une 
augmentation de la stabilité de MDM2 afin de diminuer le niveau protéique de p53 et permettre de 
réguler son action. De plus, cette suggestion peut être défendue dans le cas du cycle cellulaire où la 
voie MAPK joue un rôle essentiel, en effet, cette dernière va favoriser la progression du cycle en 
régulant positivement MDM2 ayant pour but de diminuer le niveau de p53(Wilkinson and Millar, 
2000). 




Chapitre	  6:	  CONCLUSION	  
	  
Dans ce rapport, nous avons pu montrer que la kinase RSK phosphoryle directement l’ubiquitin ligase 
MDM2 en Ser166 et 186. De plus, la kinase RSK favorise une accumulation protéique de MDM2 
dépendante de son activité kinase que nous expliquons par une augmentation de sa stabilité. Enfin nous 
avons montré que l’inhibition de la kinase RSK permet d’induire une augmentation du niveau 
protéique de p53 après un dommage à l’ADN, suggérant que la kinase RSK pourrait être une cible 
thérapeutique afin de contrer la résistance des mélanomes aux chimiothérapies conventionnelles. 
Cette étude nous a permis de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la 
progression des mélanomes et de mieux caractériser la fonction de RSK dans le développement de 
cette tumeur. La suite de ce projet mettra l’accent sur la nécessité thérapeutique d’inhiber RSK dans les 
mélanomes. En effet, en combinant des inhibiteurs de RSK avec des agents chimiothérapeutiques, nous 
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